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1. Einleitung 
 
 
1.1 Resistenzen in der Tumortherapie 
 
Die Entstehung von Resistenzen gegenüber einer zytostatischen bzw. zytoreduktiven 
Chemotherapie stellt das größte klinische Problem bei der Behandlung einer 
malignen Erkrankung dar. Therapie-Resistenz kann bereits vor Behandlungsbeginn 
in der Tumor-Stammzelle angelegt sein oder im Lauf der Tumorentwicklung sekundär 
als neu erworbene Eigenschaft auftreten. Letzteres wird durch die genetische 
Instabilität der Tumorzellen sowie die Mutagenität vieler Zytostatika zusätzlich 
begünstigt. Das Bild der klinischen Resistenz ist multifaktoriell bedingt und kann 
systemische, pharmakologische und zellkinetische Faktoren einschließen. Für das 
Therapie-Versagen ist jedoch häufig die zelluläre Resistenz verantwortlich. 
Die veränderte Empfindlichkeit von Tumorzellen gegenüber einer zytostatischen 
Behandlung kann auf eine Reihe von verschiedenen Mechanismen zurückgeführt 
werden. Grundsätzlich kommen z.B. veränderte Transportfunktionen für Zytostatika 
(verzögerter zellulärer Import, gesteigerter Export), Veränderung des zellulären 
Metabolismus (verringerte Aktivierung, beschleunigte Detoxifizierung von 
chemotherapeutisch wirksamen Agenzien) sowie, im Falle der häufig verwendeten 
DNA reaktiven Medikamente, veränderte zelluläre Reparaturfunktionen in Betracht. 
In den folgenden Abschnitten werden deshalb die verschiedenen zellulären 
Möglichkeiten zur Resistenzentwicklung vorgestellt. 
 
 
Metabolisierende Enzyme 
 
Ein Schritt in der Reihe möglicher Mechanismen, die zu einer Resistenzentwicklung 
führen können, wird durch so genannte „drug metabolizing enzymes“ (DMEs) 
katalysiert. Bei den durch DMEs vermittelten Biotransformationsreaktionen wird im 
menschlichen Organismus zwischen Phase I- und Phase II-Reaktionen 
unterschieden. Phase I-Reaktionen führen funktionelle Gruppen in unpolare Moleküle 
ein oder legen entsprechende funktionelle Gruppen frei. Phase II-Reaktionen sind 
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Konjugationsreaktionen, bei denen funktionelle Gruppen mit sehr polaren, negativ 
geladenen endogenen Molekülen gekoppelt werden. 
Die bekannteste Gruppe von Phase I metabolisierenden Enzymen ist die 
Superfamilie der Cytochrom P450 abhängigen Mono-Oxygenasen (CYP), die sich 
vermutlich als adaptive Antwort auf schädliche Umwelteinflüsse etabliert hat (Nebert 
und Gonzalez, 1987). Die Expression von Cytochrom P450 bzw. der wichtigsten 
Unterfamilien CYP1, CYP2 und CYP3 wurde in einer ganzen Reihe von humanen 
Krebserkrankungen nachgewiesen. So konnte beispielsweise CYP1B1-Expression in 
Tumoren der Lunge, der Leber und des Gastrointestinal-Traktes sowie bei Brust-, 
Prostata- und Blasenkrebs gezeigt werden (Murray et al., 1997; Patterson und 
Murray, 2002). Anhand von CYP-Aktivitätsmessungen, Proteinbestimmungen und 
Nachweis von CYP spezifischer mRNA wurden für individuelle Tumorerkrankungen 
distinkte Cytochrom P450-Profile und eine selektive Aktivierung von 
Chemotherapeutika wie z.B. Cyclophosphamid, Ifosphamid, Dacarbazin und 
Procarbazin im Vergleich zu Normalgewebe gefunden (Patterson und Murray, 2002). 
Die tumorspezifische Wirkung dieser Substanzen hängt also in nicht unerheblichen 
Maß von der Anwesenheit dieser aktivierenden Enzyme ab. Eine Depletion der 
Cytochrom P450-Aktivität kann demnach zu einer zellulären Resistenz führen. 
Der nächste Schritt im zellulären Metabolismus von Zytostatika wird von Phase II 
metabolisierenden Enzymen durchgeführt. Ein bekannter Vertreter dieser Gruppe ist 
die Glutathion-S-Transferase (GST), die zusammen mit SH-Gruppen tragenden 
Proteinen wie Metallothionein und Glutathion (GSH) eine große Rolle bei der 
Entgiftung von sowohl endogenen als auch exogenen toxischen, elektrophilen 
Substanzen spielt (Chao, 1996). Eine Überexpression von GST im Vergleich zu 
normalem Gewebe konnte u. a. für Darm- (Moorghen et al., 1991; Mulder et al., 
1995), Lungen- (Koomagi et al., 1996) und Magentumore (Okuyama et al., 1994) 
gezeigt werden. Außerdem wurden alkylierende Substanzen wie z.B. Chlorambucil, 
Melphalan oder Cyclophosphamid-Metabolite als GST-Substrate identifiziert 
(Townsend und Tew, 2003). 
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Efflux-Systeme 
 
Konjugate von GST und alkylierenden Medikamenten wie Chlorambucil sind 
wiederum Substrat für aktive Transmembran-Transportprozesse, die über ATP 
abhängige Efflux-Systeme zu einer Verminderung der zytotoxischen Wirkung führen. 
Bis heute sind etwa zehn ABC- („ATP binding cassette“) Transmembran-Transporter 
bekannt (Gottesman et al., 2002; Kruh und Belinsky, 2003). Die erhöhte Aktivität 
dieser Transportproteine, die eine zelluläre Resistenz zur Folge haben kann, wird 
durch den so genannten „multidrug resistance“ (MDR) Phänotyp beschrieben, der 
ursprünglich mit der Überexpression des P-Glycoproteins (ABCB1; MDR1) assoziiert 
war (Nooter et al., 1990). P-Glycoprotein ist dabei für den Transport der Antitumor-
Wirkstoffe Doxorubicin, der Vinca-Alkaloide sowie der Taxane zuständig (Gottesman 
und Pastan, 1993). 
 
 
 
1.2 DNA-Reparatur und Sensitivität gegenüber DNA 
reaktiven Substanzen 
 
Die Integrität der DNA wird andauernd von endogenen Toxinen wie freien Radikalen 
aus dem zellulären Metabolismus und exogenen Substanzen wie z.B. Karzinogenen 
bedroht. Daher ist es nicht überraschend, dass sich im Lauf der Evolution eine 
Vielzahl von DNA-Reparaturmechanismen entwickelt hat (Christmann et al., 2003; 
Sancar et al., 2004), deren Ziel die Aufrechterhaltung der genomischen Stabilität und 
die Weitergabe von unveränderter genetischer Information an die Tochterzellen ist. 
Da die Wirksamkeit vieler der heute verwendeten Antitumor-Wirkstoffe auf der 
Interaktion mit genomischer DNA beruht, ist es ebenso wenig verwunderlich, dass 
DNA-Reparaturprozesse bei der Resistenzentwicklung in der Tumortherapie eine 
große Rolle spielen (Drablos et al., 2004; Madhusudan und Middleton, 2005). Im 
Folgenden sollen deshalb die wichtigsten eukaryotischen DNA-Reparatursysteme 
vorgestellt werden (Abb. 1; Abb. 2). 
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Abb. 1: Überblick über die Prozessierung von DNA-Schäden durch Einschritt-Reparatur, 
Basen-Exzisions-Reparatur, Nukleotid-Exzisions-Reparatur und Mismatch-Reparatur. Modifiziert 
von T. Bracker (IFZ) nach Christmann et al., 2003 und Sancar et al., 2004. 
 
 
Einschritt-Reparatur durch MGMT 
 
Bei der Einwirkung von alkylierenden Substanzen wie beispielsweise Ethyl- oder 
Methyl-Nitrosoharnstoff (ENU / MNU) auf die DNA entstehen u. a. verschiedene      
N-alkylierte und O-alkylierte Purine und Pyrimidine. Dabei ist O6-Alkylguanin, obwohl 
nur zu 8 % gebildet (Beranek, 1990), eine für die Integrität der DNA sehr bedeutende 
Modifikation. Durch die veränderten Basenpaarungs-Eigenschaften von O6-
Methylguanin bzw. O6-Ethylguanin kommt es während der Replikation zu einem 
Fehleinbau von Thymin anstelle von Cytosin im neu synthetisierten Strang der DNA. 
Nach einer weiteren Replikationsrunde manifestiert sich somit eine GCÆAT 
Transitionsmutation. Diese mutagenen DNA-Basenmodfikationen können in einem 
Einschritt-Reparaturmechanismus durch die O6-Methylguanin-DNA-Methyl-
Transferase (MGMT) beseitigt werden. Dabei wird die Alkylgruppe von der 
modifizierten DNA-Base auf einen Cystein-Rest im aktiven Zentrum des Enzyms 
übertragen (Sedgwick et al., 1988; Pegg et al., 1995). Diese Reaktion führt zu einer 
irreversiblen Inaktivierung und zur proteasomalen Degradation der MGMT. 
Während MGMT defiziente Zellen O6-Methylguanin nicht reparieren können und eine 
hohe Sensitivität gegen alkylierende Substanzen zeigen (Day, III et al., 1980; Yarosh 
et al., 1983), bewirkt die Überexpression des Reparaturproteins eine Resistenz 
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gegenüber O6-Guanin alkylierenden Substanzen. Ähnliches beobachtet man bei 
MGMT-„knockout“ Mäusen, die ebenfalls eine erhöhte Sensitivität sowie eine 
gesteigerte Mutationsrate nach Behandlung mit alkylierenden Substanzen aufweisen 
(Tsuzuki et al., 1996; Shiraishi et al., 2000). Im Gegensatz dazu zeigen Mäuse, die 
MGMT überexprimieren, eine niedrigere Mutationsfrequenz  in der Leber (Zhou et al., 
2001). 
Endogene Methylierung des Genpromotors bzw. des mgmt-Gens selbst wirkt sich 
hingegen regulatorisch auf die mgmt-Expression aus. Während eine Methylierung 
des Promotors zu einer Inhibition der Genexpression und damit zu einer 
Sensitivierung gegenüber alkylierenden Substanzen führt (Qian et al., 1995), konnte 
für die Methylierung der codierenden mgmt-Gensequenz selbst eine Expressions-
Aktivierung und damit verbunden eine Resistenz gegen chloroethylierende Agentien 
gezeigt werden (Christmann et al., 2001).  
 
 
Basen-Exzisions-Reparatur (BER) 
 
Die Basen-Exzisions-Reparatur ist für die Beseitigung von modifizierten Basen aus 
der DNA verantwortlich. Basenmodifikationen entstehen u. a. durch 
Oxidationsprozesse, wobei 8-Oxo-Guanin die häufigste und aufgrund ihrer 
Basenfehlpaarungs-Eigenschaften mit Adenin am meisten mutagene oxidative 
Basenmodifikation darstellt. Des Weiteren werden durch exogene Karzinogene wie 
Nitrosamine oder durch Antitumor-Wirkstoffe wie DTIC oder Temozolomid               
N-alkylierte Purine (7-Methylguanin, 3-Methyladenin, 3-Methylguanin) effektiv durch 
das BER-System entfernt. Die Basen-Exzisions-Reparatur setzt auch an abasischen 
Stellen an, die durch spontane Hydrolyse der N-glykosidischen Bindung an              
N-alkylierten Purinen entstanden sind (Lindahl, 1990). 
Die Basen-Exzisions-Reparatur wird durch DNA-Glykosylasen eingeleitet. In 
Säugerzellen sind bis heute elf verschiedene Glykosylasen bekannt, die z. T. sehr 
spezifisch Basenmodifikationen erkennen und die betroffene Base durch 
hydrolytische Spaltung der N-glykosidischen Bindung entfernen (Schärer und Jiricny, 
2001). Die so entstandene abasische Stelle (bzw. Apurin- (AP) Stelle) dient der AP-
Endonuklease als Ansatzpunkt, um die verbleibende Phosphodiester-Bindung der 
DNA einzuschneiden. Die Reparaturlücke kann direkt durch Insertion eines einzelnen 
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Nukleotids durch DNA-Polymerase β und abschließende Ligation durch den DNA-
Ligase-III-XRCC1-Komplex verschlossen werden („short patch“ BER) (Dianov et al., 
1992; Wilson, 1998). Abhängig von den molekularen Eigenschaften der 
Reparaturlücke kann alternativ ein Enzymkomplex um die DNA-Polymerasen δ bzw. 
ε die entfernte Base sowie eine darauf in 5´-Richtung der DNA folgende Sequenz 
von bis zu 10 Nukleotiden ersetzen („long patch“ BER). Die abschließende Ligation 
erfolgt durch DNA-Ligase I (Lindahl et al., 1997; Klungland und Lindahl, 1997). 
 
 
Nukleotid-Exzisions-Reparatur (NER) 
 
Große und „unförmige“ („bulky“) DNA-Modifikationen wie beispielsweise UV 
induzierte (6-4)-Photoprodukte oder Cyclobutan-Pyrimidin-Dimere, aber auch DNA-
Intrastrang-Verknüpfungen sowie größere chemische DNA-Läsionen, verursacht 
beispielsweise durch Aflatoxin oder Benzopyren, sind Substrate der Nukleotid-
Exzisions-Reparatur (Friedberg, 2001; Hanawalt, 2001; Mullenders und Berneburg, 
2001).  
Das NER-System besteht aus zwei Untersystemen, der Transkriptions-unabhängigen 
globalen Genom-Reparatur (GGR) und der Transkriptions-gekoppelten Reparatur 
(TCR) (de Laat et al., 1999; Hanawalt, 2002). Die GGR entfernt DNA-Modifikationen 
aus nicht transkribierten Regionen des Genoms sowie aus den nicht codierenden 
Strängen von aktiv transkribierten DNA-Abschnitten. Die DNA wird nach der 
Schadenserkennung durch das XPC-RAD23-Heterodimer in einem Bereich von etwa 
20 Basenpaaren um die Modifikation herum durch die Helikase-Funktion der 
Untereinheiten XPB und XPD des Transkriptionsfaktors TFIIH aufgewunden. Die 
modifizierte Nukleotidsequenz wird anschließend mit zwei Inzisionen an definierten 
Positionen durch die Endonukleasen XPG und XPF-ERCC1 entfernt. Die 
entstandene Lücke wird durch die DNA-Polymerasen δ bzw. ε aufgefüllt und durch 
DNA-Ligase I verschlossen. 
Die TCR hingegen beseitigt DNA-Modifikationen ausschließlich aus dem 
transkribierten Strang von aktiven Genen. Die Blockierung der RNA-Polymerase II an 
größeren DNA-Läsionen führt zur Rekrutierung von CSA- und CSB-Proteinen, die 
ihrerseits die Endonukleasen XPG und XPF-ERCC1 aktivieren. Die Resynthese und 
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Ligation erfolgt wie bei der GGR durch Polymerase δ/ε und Ligase I (Bohr et al., 
1985; Mellon et al., 1987). 
Ein hereditärer funktioneller Ausfall einzelner NER-Proteine äußert sich in einer 
Reihe von humanen UV-Sensitivitäts-Syndromen. So haben beispielsweise 
Xeroderma pigmentosum (XP)-Patienten aufgrund einer XPA- oder XPG-Defizienz  
u. a. ein deutlich (bis zu 1000fach) erhöhtes Hautkrebsrisiko durch die mutagene 
Wirkung von nicht reparierten DNA-Photoprodukten nach Sonnenbestrahlung 
(Cleaver, 2005). Auf der anderen Seite führen bestimmte mutationsbedingte Defekte 
in den Proteinen CSA oder CSB zu Cockayne´s Syndrom (CS), das durch einen 
vollständigen Ausfall der TCR gekennzeichnet ist (van Hoffen et al., 1993; Andressoo 
und Hoeijmakers, 2005; Cleaver, 2005). CS-Patienten weisen schwere Entwicklungs- 
und Wachstumsstörungen sowie neurologische Ausfälle auf (Nance und Berry, 
1992). Dies wird mit einer gesteigerten Apoptoserate durch nicht reparierte endogene 
DNA-Schäden in aktiven Genen in Verbindung gebracht. 
 
 
Mismatch-Reparatur (MMR) 
 
Das Mismatch-Reparatursystem beseitigt Basenfehlpaarungen aus der DNA. Solche 
Fehlpaarungen entstehen beispielsweise durch Polymerasefehler bei der DNA-
Replikation oder aber durch spontane oder induzierte Basen-Deaminierung,               
-Oxidierung oder -Methylierung (Modrich und Lahue, 1996; Umar und Kunkel, 1996). 
So zählen z.B. chemisch induzierte 8-oxo-Guanin/Adenin- (Colussi et al., 2002;        
s. BER) und O6-Methylguanin/Thymin-Fehlpaarungen (Duckett et al., 1996;              
s. Einschritt-Reparatur) ebenso zu den Substraten des MMR wie UV induzierte 
Photoprodukte (Wang et al., 1999) oder G-G-Intrastrang-Verknüpfungen nach 
Cisplatin-Therapie (Mello et al., 1996; Yamada et al., 1997). 
Nach der spezifischen Erkennung der Basenfehlpaarung durch den heterodimeren 
MutSα-Komplex aus MSH2 und MSH6 (bzw. den MutSβ-Komplex aus MSH3 und 
MSH6) und Rekrutierung der Mismatch-Reparaturproteine MLH1 und PMS2 wird die 
fehlgepaarte Base durch Exonuklease I ausgeschnitten und die entstandene Lücke 
durch DNA-Polymerase δ aufgefüllt (Christmann et al., 2003). 
Der funktionelle Ausfall von Komponenten der Mismatch-Reparatur führt zu erhöhten 
Mutationsraten und genetischer Instabilität, die beispielsweise für bestimmte familiäre 
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Darmkrebs-Formen („hereditary non-polyposis colon-cancer“, HNPCC) 
mitverantwortlich gemacht werden (Aaltonen et al., 1993; Lynch et al., 1993). 
 
 
Doppelstrangbruch-Reparatur 
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Abb. 2: Überblick über die Prozessierung von DNA-Doppelstrangbrüchen durch Non-
Homologous End-Joining und Homologe Rekombination. Modifiziert von T. Bracker (IFZ) nach 
Christmann et al., 2003 und Sancar et al., 2004. 
 
 
DNA-Doppelstrangbrüche (DSB) besitzen sowohl ein hohes genotoxisches als auch 
zytotoxisches Potential (Dikomey et al., 1998; Lips und Kaina, 2001; Pfeiffer et al., 
2004). Sie werden u. a. durch freie Sauerstoff-Radikale, ionisierende Strahlung und 
Replikation über Einzelstrangbrüche hinweg induziert. Außerdem entstehen 
regelmäßig endogene Doppelstrangbrüche bei der V(D)J-Rekombination und dem 
Immunglobulin-Klassenwechsel während der Antikörper-Reifung (Lieber et al., 2004). 
DNA-Doppelstrangbrüche werden abhängig von der Zellzyklus-Phase durch zwei 
verschiedene Reparaturwege prozessiert: „Non-Homologous End-Joining“ (NHEJ) ist 
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der dominierende Weg in Säugerzellen (Haber, 2000; Cromie et al., 2001) und 
hauptsächlich in der G0/G1-Phase des Zyklus aktiv, während die Homologe 
Rekombination (HR) in der späten S- und der G2-Phase vorherrscht (Takata et al., 
1998; Johnson und Jasin, 2000). 
Während des NHEJ-Prozesses werden zwei benachbarte Enden eines 
Doppelstrangbruches miteinander verbunden (Lieber et al., 2004). Da hierzu keine 
Sequenzhomologie notwendig ist, ist das NHEJ-System relativ fehleranfällig. Im 
ersten Schritt der End-Joining-Reparatur bindet ein Heterodimer aus Ku70 und Ku80 
an die freien DNA-Enden. Nach der Rekrutierung der katalytischen Untereinheit der 
DNA abhängigen Proteinkinase (DNA-PK) und Prozessierung der DSB-Enden 
werden die beiden DNA-Stränge durch das XRCC4-Ligase-IV-Heterodimer 
miteinander ligiert. Defekte im NHEJ-System führen zu einer erhöhten Sensitivität 
gegenüber ionisierender Strahlung sowie zu einer schweren Immundefizienz (SCID-
Phänotyp) durch eine gestörte Lymphozytenentwicklung (Schwarz et al., 2003). 
Im Gegensatz zum NHEJ-Doppelstrangbruch-Reparaturweg wird bei der Homologen 
Rekombination (Wyman et al., 2004) eine DNA-Sequenz z.B. auf dem 
Schwesterchromatid als Matrize verwendet, so dass die HR fehlerfrei arbeiten kann. 
Der Doppelstrangbruch wird von der Proteinkinase ATM erkannt, die als 
übergeordneter Signalgeber in der Folge eine Reihe von DNA-Reparaturfaktoren 
phosphoryliert und aktiviert. RAD52 bindet an die DSB-Enden und fördert den 
Austausch mit dem homologen, unbeschädigten DNA-Strang, stimuliert durch 
RAD51 und RPA. Anschließend folgen DNA-Neusynthese, Ligation, die so genannte 
„branch migration“ und die Auflösung der entstandenen „Holliday Struktur“ 
(Constantinou et al., 2001). Ausfall von ATM führt zu der autosomal rezessiv 
vererbbaren Krankheit Ataxia Telangiectasia (AT), die durch erhöhte 
Strahlungssensitivität, Immundefizienz und ein gesteigertes Leukämie- bzw. 
Krebsrisiko charakterisiert ist (Lavin et al., 2005). 
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1.3 DNA-Reparatur und Chronische Lymphatische 
Leukämie 
 
In vielen Untersuchungen, die Fragestellungen rund um das hochkomplexe DNA-
Reparatur-Netzwerk und das Thema Resistenzentwicklung betreffen, werden 
tumorabgeleitete, häufig genetisch instabile murine oder humane Zelllinien an Stelle 
von primären Tumorzellen verwendet. Abgeleitete resistente Sub-Klone sind oft 
biochemisch unzureichend charakterisiert und führen teilweise zu widersprechenden 
Ergebnissen, deren Relevanz für die klinische Situation in der Regel schwer zu 
beurteilen ist. In dieser Arbeit werden deshalb primäre humane Tumorzellen von 
Patienten mit Chronischer Lymphatischer Leukämie (CLL) als Modell verwendet, das 
im Folgenden vorgestellt wird. 
Die CLL der B-Zellreihe (B-CLL) ist mit einer Inzidenz von 3/100000 Einwohnern die 
häufigste Leukämie der Erwachsenen in der westlichen Welt. Das mediane Alter der 
Erkrankten liegt bei etwa 70 Jahren; ungefähr 20 % der Patienten sind bei 
Diagnosestellung jünger als 55 Jahre. 
Im Lauf der Erkrankung kommt es zu einer Akkumulation von reifen, aber 
immunologisch inkompetenten, monoklonalen B-Lymphozyten im peripheren Blut der 
Patienten. Diese Überschwemmung der Peripherie mit leukämischen B-Zellen ist 
nicht primär Folge einer gesteigerten Proliferationsaktivität des malignen Klons, 
sondern beruht vielmehr auf einer verlängerten Lebensdauer durch zelluläre 
Apoptosedefekte: Der programmierte Tod der betroffenen B-Zellen wird durch 
Überexpression des anti-apoptotischen bcl-2-Gens hinausgezögert, die ihrerseits 
durch eine Hypomethylierung im ersten Exon der Gensequenz bewirkt wird (Hanada 
et al., 1993; Caligaris-Cappio, 2000). 
Der klinische Verlauf der CLL ist sehr heterogen: Während die Erkrankung in frühen 
Stadien lange Zeit unauffällig sein kann und keine Behandlung erfordert, führt die 
CLL in fortgeschrittenen Stadien, oft trotz intensiver konventioneller 
Therapiemaßnahmen, rasch zum Tod. Die mittlere Überlebenszeit hängt damit stark 
vom Stadium der CLL zum Diagnosezeitpunkt ab und beträgt zwischen drei und zehn 
Jahren. Die Standardtherapie für behandlungspflichtig gewordene CLL-Patienten mit 
fortgeschrittener Erkrankung besteht in der sequenziellen Gabe des Stickstoff-Lost-
Derivates Chlorambucil (CLB) (Wilhelm et al., 1997). Chlorambucil ist eine 
bifunktionelle, alkylierende Substanz mit ausgeprägter antineoplastischer Wirkung, 
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relativ hohen Remissionsraten bei gleichzeitig guter Verträglichkeit und einfacher, 
oraler Darreichungsform. Ein anfänglich durchweg gutes Ansprechen auf die CLB-
Behandlung mit einer Reduktion der peripheren Lymphozytenzahlen auf Normalwerte 
ist ein weiteres Kennzeichen der CLL. Nach einem oder mehreren 
Behandlungszyklen jedoch verliert die Chlorambucil-Therapie in der Regel ihre 
Wirkung und alle CLL-Patienten entwickeln in der Folge eine klinische Resistenz 
gegenüber CLB. Alternative Therapiestrategien sehen in diesem Fall meist den 
Einsatz des Nukleotid-Analogen Fludarabin (FA) vor. Auch gegen FA entwickeln sich 
nach anfänglich gutem Ansprechen Resistenzen, was in der Folge zu Patienten mit 
multiresistentem Phänotyp und aggressivem Krankheitsverlauf der CLL führt. Durch 
in vitro-Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass die klinische Resistenz 
gleichbedeutend mit zellulärer Resistenz ist (Silber et al., 1994; Bramson et al., 
1995). 
 
Die beschriebenen Charakteristika der CLL, nämlich 
 
• die Verfügbarkeit einfach aufzureinigender, homogener Tumorzell-Populationen 
aus peripherem Blut, 
• die Arretierung der Tumorzellen in der G0-Phase des Zellzyklus, 
• die Resistenzentwicklung gegen DNA reaktive Substanzen, 
• die Korrelation der klinischen Resistenz gegen CLB mit der zellulären Resistenz 
in vitro 
 
machen diese Tumorerkrankung zu einem sehr gut geeigneten Modellsystem zur 
Untersuchung von DNA-Reparaturmechanismen bei der Resistenzentwicklung in der 
Tumortherapie. 
 
In vorausgegangenen Studien der Arbeitsgruppe konnten funktionelle Unterschiede 
in den DNA-Reparaturprofilen von normalen und CLL-Lymphozyten bestimmt werden 
(Thomale et al., 1994; Buschfort et al., 1997). Außerdem wurde ebenso eine erhöhte 
Reparaturkapazität in Therapie resistenten CLL-Lymphozyten festgestellt (Müller et 
al., 1994; Müller et al., 1997). Die molekularen Determinanten für diese Variationen 
sind jedoch aufgrund der komplexen Struktur des DNA-Reparatur-Netzwerkes mit 
mehr als hundert beteiligten Genen bisher weitgehend unbekannt. 
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In der vorliegenden Arbeit sollte daher mit Hilfe der Microarray-Technologie das 
„DNA-Reparatur-Transkriptom“ von hoch aufgereinigten CD19+ Tumorzellen von 
unbehandelten und CLB sensitiven CLL-Patienten im Vergleich zu den 
entsprechenden Zellen Therapie resistenter Patienten untersucht werden. Des 
Weiteren sollte versucht werden, die Expressionsmuster der DNA-Reparaturgene mit 
funktionellen Eigenschaften der CD19+ CLL-Tumorzellen zu korrelieren und mögliche 
systematische Unterschiede zur Regulation dieser Gene bei normalen Lymphozyten 
zu ermitteln. Schließlich sollte auch untersucht werden, über welche speziellen 
Reparaturwege CLB induzierte DNA-Läsionen in diesen Zellen prozessiert werden 
und ob die unterschiedlichen Zytostatika dabei synergistische Wirkungen entfalten. 
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2. Material und Methoden 
 
 
2.1 Material 
 
2.1.1 Häufig verwendete Chemikalien 
 
Agarose        Biozym 
DAPI         Roche 
Dimethylsulfoxid (DMSO)      Sigma 
Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA)    Merck 
Eisessig        Merck 
Ethanol        Merck 
Low-Melting-Point (LMP) Agarose    Biozym 
n-Laurylsarcosinat       Serva 
Natriumchlorid (NaCl)      Merck 
Natriumcitrat        Merck 
Natriumhydroxid (NaOH)      Merck 
Paraformaldehyd       Sigma 
Salzsäure (HCl)       Merck 
SYBR-Green       Roche 
Tris(hydroxymethyl)aminomethan    Merck 
Triton X-100        Sigma 
Tween 20        Merck 
 
Weitere Chemikalien wurden im höchstmöglichen Reinheitsgrad von den Firmen 
Merck und Sigma bezogen. 
 
 
2.1.2 Antikörper 
 
anti-CD19 “Micro-Beads” (human)    Miltenyi Biotech 
mouse-anti-phospho-Histone H2AX    Upstate 
goat-anti-mouse Alexa Fluor488     Molecular Probes 
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2.1.3 DNA reaktive Substanzen 
 
Chlorambucil       Sigma 
Ethylnitrosoharnstoff      Sigma 
Fludarabin        Sigma 
Methoxyamin       Sigma 
NU7026        Sigma 
 
 
2.1.4 Puffer und Medien 
 
HAES-steril        Fresenius Kabi 
Lymphozyten-Trennnmedium LSM1077 (Ficoll)  PAA 
PBS         Medienküche des IFZ 
RPMI1640        Medienküche des IFZ 
 
 
2.1.5 Medienzusätze 
 
Rinderserum-Albumin (BSA)     PAA 
Fetales Kälberserum (FCS)     PAA 
Glutamin        Medienküche des IFZ 
HEPES        Serva 
Natrium-Pyruvat       Medienküche des IFZ 
Penicillin/Streptomycin      Medienküche des IFZ 
 
 
2.1.6 Enzyme 
 
E. coli DNA Ligase       TaKaRa 
E. coli DNA Polymerase I      Life Technologies 
RNase H        TaKaRa 
Superscript II       Life Technologies 
T4 DNA Polymerase I      TaKaRa 
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2.1.7 (Oligo-) Nukleotide 
 
Cy5-dUTP        Amersham 
dNTPs        Invitrogen/Roche 
Biotin-11-dCTP       Perkin Elmer 
Biotin-11-dUTP       Perkin Elmer 
Kontroll-Oligonukleotid-Mix     MWG Biotech 
T7-oligo(dT)24-Primer      MWG Biotech 
 
 
2.1.8 Kits 
 
Annexin V-FITC Apoptosis Detection Kit   BD 
BioArray High Yield RNA Transcript Labeling Kit  Enzo Diagnostics 
High Pure RNA Tissue Kit      Roche 
MEGAscript T7 Kit       Ambion 
PhaseLock Gel Separation     Eppendorf 
RiboGreen RNA Quantitation Reagent and Kit   Molecular Probes 
RNeasy Mini (Midi) Kit      Qiagen 
 
 
2.1.9 Verbrauchsmaterialien 
 
MACS LS+ Säulen       Miltenyi Biotech 
MidiMACS Separator      Miltenyi Biotech 
Custom Array “DNA-Reparatur-Chip”    MWG Biotech 
GelBond Folie       Cambrex (Biozym) 
HG-U133A Microarrays      Affymetrix 
ImmunoSelect Adhäsionsobjektträger    Squarix 
Zellkultur-Kammern („culture slides“)    BD Falcon 
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2.1.10 Technische Geräte 
 
Coulter Epics XL       Beckman Coulter 
Fluoreszenzmikroskop Axioplan     Zeiss 
Fluoreszenzreader FL500      BioTec Instruments 
GeneArray Scanner 2500      Agilent 
Inkubator C200       Labotect 
Netzgerät        Renner 
Speed Vac-Konzentrator      Savant 
Thermomixer       Eppendorf 
Tischzentrifuge 5415D      Eppendorf 
Zentrifuge Rotina 48      Hettich 
 
 
2.1.11 Software 
 
ACAS ICM        Ahrens Electronics 
Coulter Epics XL-MCL System II, Version 3.0   Beckman Coulter 
Decision Site for Functional Genomics 8.1   Spotfire 
MAVI         MWG Biotech 
Microarray Suite (MAS) 5.0     Affymetrix 
Origin 7.0        Origin Lab Corporation 
Pathway Architect       Stratagene 
RMAexpress B.M. Bolstad, Stanford 
University, Berkeley 
                                                                                       MATERIAL UND METHODEN 
20 
2.2 Methoden 
 
2.2.1 Isolierung von humanen mononukleären Zellen aus peripherem Blut 
 
RPMI1640, (supplementiert) 
FCS      10 % (v/v) 
HEPES     5 mM 
Penicillin / Streptomycin   1 % 
Glutamin     2 mM 
 
in RPMI1640 
 
Frische, heparinisierte Blutproben von CLL-Patienten oder normalen Spendern 
wurden 1:2 mit PBS verdünnt, einer Ficoll-Dichtegradienten-Zentrifugation 
unterzogen und die separierten mononukleären Zellen aus der entstandenen 
Interphase entnommen. Nach zwei Wasch-Schritten mit PBS wurden die Zellen in 
RPMI1640-Medium aufgenommen. CLL-Tumorzellen wurden nur von Patienten 
isoliert, die bisher entweder noch nicht behandelt worden waren oder sich unmittelbar 
vor einer Chemotherapie befanden bzw. mindestens drei Wochen seit dem letzten 
Behandlungszyklus vergangen waren. 
 
 
2.2.2 Isolierung von humanen CD19+ Lymphozyten 
 
MACS-Puffer 
BSA      0,5 % (v/v) 
EDTA      2 mM 
 
in PBS, pH 7,2; entgast 
 
Maximal 2x108 Ficoll gereinigte mononukleäre Zellen wurden in MACS-Puffer 
überführt und für 15 min bei 4 °C mit einem magnetischen („Micro-Bead“ 
gekoppelten) anti-CD19 Antikörper (20 µl / 1x107 mononukleäre Zellen) inkubiert. Die 
Zellsuspension wurde über eine Positiv-Selektionssäule im Magnetfeld gegeben, so 
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dass sich unerwünschte Zellpopulationen im Durchlauf befanden und die 
zurückgehaltenen CD19+ Lymphozyten nach Entfernen der Säule aus dem 
Magnetfeld ausgewaschen werden konnten. Die so isolierten Zellen wurden aus dem 
MACS-Puffer in RPMI1640-Medium überführt. 
 
 
2.2.3 In vitro-Exposition gegenüber DNA reaktiven Substanzen 
 
Frisch isolierte humane Zellen wurden zur Bestimmung von DNA-Reparaturkinetiken 
mit Ethylnitrosoharnstoff (150 µg/ml) für 30 min oder mit Chlorambucil (50 µM) für  
24-30 h inkubiert. 
Zur Apoptose-Induktion wurden die Zellen mit Chlorambucil (5-50 µM) für 24 h 
behandelt. 
Zur Untersuchung der Beteiligung unterschiedlicher DNA-Reparaturwege bzw. der 
Modulation der apoptotischen Antwort wurden die Zellen jeweils 1 h vor der ENU- 
bzw. Chlorambucil-Behandlung mit Fludarabin (1 µg/ml), Methoxyamin (1 mM; 5 mM) 
bzw. NU7026 (5-20 µM) vorinkubiert. 
Die Inkubation erfolgte grundsätzlich in RPMI1640-Medium für den angegebenen 
Zeitraum in H2O gesättigter Atmosphäre mit 5 % CO2 bei 37 °C. Zu verschiedenen 
Zeitpunkten wurden Aliquots zur weiteren Analyse entnommen. 
 
 
2.2.4 Einzelzell-Gelelektrophorese (Comet Assay) 
 
50x TAE-Puffer 
Tris      242 g 
Eisessig     57 ml 
EDTA (0,5 M, pH 8,0)   100 ml 
Adest      ad 1000 ml 
 
LMP-Agarose 
LMP-Agarose    0,75 % (w/v) 
 
in PBS; zweimal aufkochen, aliquotieren und bei 4 °C lagern. 
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Lyse-Puffer 
NaCl      2,5 M 
EDTA      100 mM 
Tris      10 mM 
n-Laurylsarcosinat    1 % (v/v) 
DMSO     10 % (v/v) 
Triton X-100     1 % (v/v) 
 
DMSO und Triton X-100 erst unmittelbar  vor Gebrauch zugeben 
 
Elektrophorese-Lösung 
NaOH      300 mM 
EDTA      1 mM 
Tris      10 mM 
 
mit HCl auf pH 12,7 (RT) einstellen 
jeweils frisch ansetzen 
 
Neutralisierungs-Lösung 
Tris      400 mM 
 
mit HCl auf pH 7,4 (RT) einstellen 
 
Zur Quantifizierung von Reparatur induzierten DNA-Strangbrüchen nach Exposition 
gegenüber DNA reaktiven Substanzen wurde der alkalische Comet Assay  
verwendet (Singh et al., 1988; McNamee et al., 2000; Bracker et al., 2006). 
Dazu wurden 8-well Zellkultur-Kammern (BD „culture slides“) vorsichtig von ihren 
Objektträgern gelöst und auf GelBond Folie geklebt. Je 2x104 Zellen wurden in 45 µl 
LMP-Agarose (42 °C) aufgenommen und in das entsprechendes well der Zellkultur-
Kammer pipettiert. Bei Kurzzeit-Analysen bis zu 2 h (ENU) wurden die Zellkultur-
Kammern zum Ende der Kinetik entfernt und die Gele auf der Folie über Nacht bei    
4 °C im Dunkeln in Lyse-Puffer inkubiert. Bei länger dauernden Kinetiken 
(Chlorambucil) wurden die einzelnen wells der Zellkultur-Kammern mit 50 µl LMP-
Agarose (80 °C) vorbeschichtet, 2x104 Zellen in 30 µl LMP-Agarose (42 °C) in das 
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entsprechende well pipettiert und nach dem Aushärten der Agarose mit jeweils     
200 µl Lyse-Puffer im well bei RT bis zum Ende der Kinetik inkubiert. Anschließend 
wurde die Zellkultur-Kammer wiederum entfernt und die gesamte Folie über Nacht in 
Lyse-Puffer bei 4 °C im Dunkeln inkubiert. Nach Denaturierung in Elektrophorese-
Lösung (ENU: 15 min, RT; Chlorambucil: 45 min, RT) wurden die DNA-Fragmente 
elektrophoretisch aufgetrennt (20 min; 4 °C; pH 12,7; 1,5 V/cm; 300 mA), 30 min bei 
RT in Neutralisierungs-Lösung inkubiert und abschließend 30 min in Ethanol abs. 
entwässert. Die Gele wurden über Nacht getrocknet und bis zur Auswertung im 
Dunkeln gelagert. Unmittelbar vor der Auswertung erfolgte die Färbung der DNA mit 
SYBR-Green (1:10000 in 1x TAE-Puffer). 
Die Auswertung des Comet Assays erfolgte an einem Zeiss Axioplan 
Fluoreszenzmikroskop mit dem Mehrparameter-Bildanalyse-System ACAS ICM. Pro 
Messpunkt wurden jeweils mindestens 100 Zellen erfasst und das „Olive Tail 
Moment“ (OTM; Produkt aus dem DNA-Gehalt im Kometenschweif und dem Abstand 
zwischen Kometenkopf und der Hauptfluoreszenz im Kometenschweif) als Maß für 
den relativen Gehalt an Reparatur induzierten DNA Strangbrüchen verwendet.  
 
 
2.2.5 Messung der Apoptose-Induktion nach Exposition gegenüber DNA 
reaktiven Substanzen (Annexin-V-Assay) 
 
Nach Exposition gegenüber DNA-reaktiven Substanzen wurden jeweils 1x106 Zellen 
abzentrifugiert, zweimal in PBS gewaschen und mit einer Konzentration von       
1x106 Zellen/ml in Annexin-V-Bindepuffer aufgenommen. Je 100 µl Zellsuspension 
wurden in einem FACS-Röhrchen mit je 5 µl Annexin V und Propidium Iodid für       
15 min bei RT im Dunkeln inkubiert. Abschließend wurden nochmals 400 µl 
Bindepuffer zugefügt und die Proben innerhalb einer Stunde am Durchfluss-
Zytometer analysiert. 
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2.2.6 Immunhistochemischer Nachweis von DNA-Doppelstrangbrüchen 
(γH2AX-Assay) 
 
HAES-steril 
HAES-steril     25 % (v/v) 
 
in PBS 
 
Fixierungs-Lösung 
Paraformaldehyd    4,5 % (w/v) 
 
in PBS; zum kompletten Lösen NaOH tropfenweise zugeben 
 
P-Puffer 
Tris-HCl (pH7,4)    100 mM 
EDTA      50 mM 
Triton X-100     0,5 % (v/v) 
 
20x SSC 
NaCl      3 M 
NaCitrat     300 mM 
 
Block-Puffer 
BSA      3 % (v/v) 
Tween 20     0,1 % (v/v) 
 
in 4x SSC 
 
Wasch- und Blockierungs-Lösung 
FCS      1 % 
(Tween 20     0,1 %) 
 
in PBS 
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DNA-Färbelösung 
DAPI-Stocklösung    12 µl 
 
in 100 ml PBS 
 
Behandelte Zellen wurden mit einer Konzentration von 4x105 Zellen/ml in HAES-steril 
aufgenommen; je 10 µl der Zellsuspension wurden auf ImmunoSelect 
Adhäsionsobjektträger aufgebracht und 30 min auf Eis inkubiert. Anschließend 
wurden die Zellen für 15 min bei RT in Paraformaldehyd fixiert und zweimal mit PBS 
gewaschen. Danach wurden die Objekttäger für 15 min bei RT in P-Puffer lysiert. 
Nach zwei weiteren Wasch-Schritten wurden die Proben über Nacht (alternativ 
Lagerung bei 4 °C) in Block-Puffer inkubiert. Nach drei 10-minütigen Blockierungs-
Schritten in PBS/FCS wurden 300 µl Primär-Antikörper (maus-anti-phospho-Histon 
H2AX, 1:200 in PBS/FCS/Tween 20) aufgetragen und über Nacht bei 4 °C gelagert. 
Nach weiteren drei Wasch- und Blockierungs-Schritten wurde der Sekundär-
Antikörper (goat-anti-mouse-Alexa Fluor488, 1:400) für 90 min bei RT aufgetragen. 
Die DNA wurde nach dreimaligem Waschen (PBS/FCS) mit DAPI gegengefärbt, die 
Objektträger abschließend zweimal in PBS gewaschen und mit ImmunoMount 
eingedeckt. 
 
 
2.2.7 RNA-Isolierung, cDNA-Synthese und Hybridisierung auf Oligonukleotid-
Microarrays (Affymetrix HG-U133A) 
 
Aufgereinigte Zellen wurden bis zur RNA-Isolierung in RLT-Puffer („RNeasy Kit“) bei  
-80 °C gelagert. Die Gesamt-RNA wurde mit dem „RNeasy Midi Kit“ nach Angaben 
des Herstellers isoliert; die RNA-Konzentration wurde mit dem „RiboGreen RNA 
Quantitation Kit“ am Fluoreszenzreader bestimmt und die Qualität der RNA im 
Agarosegel (1%) überprüft. 
Zur Erststrang („first strand“)-cDNA-Synthese wurden 9 µl (13,5 µg) Gesamt-RNA mit 
1 µl polyadenylierter Kontroll-RNA und 1 µl 100 µM T7-oligo(dT)24 Primer               
(5´-GGCCAGTGAATTGTAATACGACTCACTATAGGGAGGCGG-(dT)24-3´) für 10 
min bei 70 °C inkubiert und anschließend auf Eis gelegt. Danach wurden 4 µl 5x „first 
strand“-Puffer, 2 µl DTT und 1 µl 10mM dNTPs hinzugefügt und die Reaktion für       
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2 min bei 42 °C vorinkubiert. Nach Zugabe von 2 µl (200 U) Superscript II wurde die 
Inkubation für 1 h bei 42 °C fortgeführt. 
Für die Zweitstrang („second strand“)-Synthese wurden 30 µl 5x „second strand“-
Puffer, 91 µl RNase freies Wasser, 3 µl 10 mM dNTPs, 4 µl (40 U) Escherichia coli 
DNA Polymerase I, 1 µl (12 U) E. coli DNA Ligase und 1 µl RNase H zum Erststrang-
Synthesemix hinzugefügt und für 2 h bei 16 °C inkubiert. Nach Zugabe von 2,5 µl  
(10 U) T4 DNA Polymerase I und Inkubation für weitere 5 min bei 16 °C wurde die 
Reaktion durch Zugabe von 10 µl 0,5 M EDTA gestoppt. Die doppelsträngige cDNA 
wurde mit Phenol/Chloroform extrahiert; die wässrige Phase wurde mittels „Phase-
Lock Gel Separation“ aufgereinigt. Nach der Präzipitation wurde die cDNA in 12 µl 
RNase freiem Wasser aufgenommen. 
Biotinylierte cRNA wurde aus 5 µl doppelsträngiger cDNA mit Hilfe des „BioArray 
High Yield RNA Transcript Labeling Kits“ hergestellt und mit dem „RNeasy Mini Kit“ 
aufgereinigt. Fragmentierung der cRNA, Hybridisierung auf Affymetrix HG-U133A 
Mikroarrays sowie Waschen, Färben und Scannen der Arrays wurden wie im 
„Affymetrix Gene Expression Analysis Technical Manual“ beschrieben durchgeführt. 
Die Bewertung der Fluoreszenzsignale der Arrays wurde durch zwei verschiedene 
Algorithmen durchgeführt (s. 2.2.8). 
 
 
2.2.8 Bestimmung der Signalintensitäten (Affymetrix HG-U133A) 
 
Microarray Suite (MAS, Vers. 5.0) 
 
Affymetrix hat auf seinen Microarrays erstmals das Prinzip der so genannten 
„Probesets“ eingeführt: Ein Gen wird durch eine paarweise Kombination aus 11-20 
„perfect match“ (PM)- und „mismatch“ (MM)-Oligonukleotiden auf der Oberfläche der 
Arrays repräsentiert. Die „perfect match“-Sequenzen decken dabei einen etwa     
300-600 bp langen Bereich am 3´-Ende der bekannten Gensequenz ab, während in 
die korrespondierenden mismatch-Oligonukleotide jeweils eine Punktmutation 
eingeführt wurde, um unspezifische Hybridisierung zu detektieren. 
Der Algorithmus der „Microarray Suite“-Software von Affymetrix berechnet aus den 
Signalintensitäten bzw. den Hybridisierungseffizienzen an den einzelnen 
Oligonukleotidpaaren des Probesets zunächst die Differenz von PM- und MM-
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Hybridisierungssignalen. Anschließend wird ein „Discrimination score“                      
(R = [PM–MM] / [PM+MM]) ermittelt. Dieser Wert wird für jedes einzelne Probenpaar 
eines Probesets bestimmt und nähert sich 1 an, je höher das PM-Signal über dem 
MM-Signal liegt. Aufgrund einer statistischen Bewertung wird ein so genannter 
„detection call“ für das gesamte Probeset vergeben. Bei p-Werten unter 0,04 
bekommt das Probeset einen „present call“ (P) und ist damit als zuverlässig 
detektierbar gekennzeichnet, während bei p-Werten über 0,06 ein „absent call“ (A) 
ausgegeben wird. Dazwischen liegende p-Werte kennzeichnen eine marginale (M) 
Detektierbarkeit (siehe Statistical Algorithms Reference Guide, 
www.affymetrix.com/support/technical/technotes/statistical_reference_guide.pdf). 
Die Normalisierung aller mit MAS ausgewerteten Arrays erfolgte global, indem der 
getrimmte Mittelwert der Signale aller Probesets des gesamten Arrays auf eine 
Durchschnittsintensität von 1000 normiert wurde, um Varianzen in der cRNA-Menge 
und -Qualität bzw. andere experimentelle Variablen nicht-biologischen Ursprungs zu 
kompensieren. 
 
 
RMAexpress (Vers. 04alpha7) 
 
Alternativ zu MAS kann die Bewertung der Hybridisierungssignale an den Probesets 
auch nach der „Robust Multichip Average“ Methode (RMA) erfolgen (Irizarry et al., 
2003). Nach einer Hintergrundkorrektur und Quantilnormalisierung (Bolstad et al., 
2003) berücksichtigt diese Methode nur die Hybridisierung an den „perfect matches“ 
der Probesets, so dass hier keine „detection calls“ vergeben werden. Der RMA-
Algorithmus ist im Bereich der niedrigen Signalintensitäten deutlich sensitiver als der 
MAS-Algorithmus, da er gerade dort zu einer Verminderung der falsch-positiven 
Ereignisse führt und sich somit besser zur Quantifizierung von seltenen RNAs eignet.  
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2.2.9 Fluoreszenzmarkierung von cDNA und Hybridisierung auf Oligonukleotid-
Microarrays (MWG Custom Array “DNA-Reparatur-Chip”) 
 
Nach RNA-Isolierung und cDNA-Synthese (s. 2.2.7) wurde Fluoreszenz markierte 
cRNA unter Verwendung des „MEGAscript T7 Kits“ hergestellt. Dazu wurde die 
cDNA in 25 µl Ansätzen in 1x Reaktionspuffer mit je 25 mM dATP, dCTP und dGTP, 
50 mM dUTP, 5mM Cy5-dUTP, 2µl Enzym-Mix und 5 µl T7 RNA-Polymerase für 16 h 
bei 37 °C inkubiert. Die so markierte cRNA wurde gereinigt („High Pure RNA Tissue 
Kit“) und fragmentiert. Die Hybridisierung der cRNA auf MWG DNA-Reparatur-Arrays 
erfolgte in 200 µl 1x Hybridisierungspuffer mit 25 µl Kontroll-Oligonukleotid-Mix für  
42 h bei 42 °C in feuchten Hybridisierungskammern. Danach wurden die Arrays für je 
5 min in 2x SSC / 0,1 % SDS, 1x SSC und 0,5x SSC bei 30 °C gewaschen und 
anschließend getrocknet. Die Arrays wurden von MWG Biotech gescannt und die 
resultierenden Signale mit Hilfe der MAVI Software normalisiert. 
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2.3 Abkürzungen 
 
A     Absent (call) 
ABC     ATP Binding Cassette 
AP-     Apurin- 
AT     Ataxia Telangiectasia 
ATM     Ataxia Telangiectasia Mutated 
BER     Basen-Exzisions-Reparatur 
CLB     Chlorambucil 
CLL     Chronische Lymphatische Leukämie 
CS     Cockayne´s Syndrom 
CYP     Cytochrom P450 
DME     Drug Metabolizing Enzyme 
DNA-PK    DNA abhängige Proteinkinase 
DSB     Doppelstrangbruch 
DTIC     Dimethyl-trizeno-imidazol-Carboxamid 
ENU     Ethylnitrosoharnstoff 
FA     Fludarabin 
FDR     False Discovery Rate 
FITC     Fluorescein-Isothiocyanat 
GGR     Globale Genom-Reparatur 
GO     Gene Ontology 
GSH     Glutathion 
GST     Glutathion-S-Transferase 
HNPCC    Hereditary Non-Polyposis Colon-Cancer 
HR     Homologe Rekombination 
MAS     Microarray Suite 
MDR     Multi Drug Resistance 
MGMT    O6-Methylguanin-DNA-Methyltransferase 
MM     Mismatch 
MMR     Mismatch-Reparatur 
MNU     Methylnitrosoharnstoff 
Mx     Methoxyamin 
NER     Nukleotid-Exzisions-Reparatur 
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NHEJ     Non-Homologous End-Joining 
OTM     Olive Tail Moment 
P     Present (call) 
PBMC    Peripheral Blood Mononuclear Cells 
PI     Propidium Iodid 
PM     Perfect Match 
PS     Phosphatidylserin 
R     Discrimination Score 
RIN     Relevance Interaction Network 
RMA     Robust Multichip Average 
RT     Raumtemperatur 
SAM     Significance Analysis of Microarrays 
SCID     Severe Combined Immunodeficiency 
SEM     Standard Error of the Mean 
TCR     Transkriptions-gekoppelte Reparatur 
XP     Xeroderma Pigmentosum 
 
 
                                                                                                                ERGEBNISSE 
31 
3. Ergebnisse 
 
 
3.1 Charakterisierung von CLL-Patienten 
 
Alle CLL-Patienten, von denen Zellproben im Rahmen dieser Arbeit untersucht 
wurden, wurden nach Aktenlage bezüglich ihrer klinischen Eigenschaften in zwei 
Gruppen unterteilt. Die erste Gruppe umfasste Patienten, die bisher entweder keine 
Chemotherapie zur Behandlung der CLL erhalten oder die auf eine Chlorambucil-
Therapie mit einer Reduktion der peripheren Lymphozytenzahlen auf Normalwerte 
reagiert hatten. Die zweite Gruppe enthielt Patienten, deren Tumorzellen auf eine 
Behandlung mit Chlorambucil nicht mehr ansprachen und deshalb eine Alternativ-
Chemotherapie mit Fludarabin erhalten hatten. In dieser Gruppe befanden sich auch 
Patienten mit multiresistenter CLL, die weder auf Chlorambucil- noch auf Fludarabin-
Therapie ansprachen. Die Tumorzellen aller analysierten CLL-Patienten hatten die 
Chemotherapie-Resistenz im Lauf von mehreren Behandlungszyklen erworben; Fälle 
von primärer Resistenz wurden von der Analyse ausgeschlossen. Die erste 
Patientengruppe wird im Folgenden als „sensitiv“, die zweite als „resistent“ 
bezeichnet. 
 
 
 
3.2 Funktionelle Untersuchung der DNA-Reparaturleistung 
von CD19+ CLL-Lymphozyten 
 
3.2.1 Bestimmung der DNA-Strangbruchprozessierung von CD19+ CLL-
Lymphozyten nach ENU-Exposition 
 
In früheren Arbeiten konnte gezeigt werden, dass mononukleäre CLL-Zellen von 
Chemotherapie resistenten Patienten eine schnellere funktionelle DNA-
Reparaturkapazität gemessen an der DNA-Strangbruchprozessierung aufweisen 
(Müller et al., 1994; Müller et al., 1997; Buschfort et al., 1997). In der vorliegenden 
Arbeit sollte der Zusammenhang zwischen der  Reparaturgen-Expression von hoch 
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aufgereinigten CD19+ CLL-Lymphozyten und der funktionellen Reparaturkapazität 
nach ex vivo-Exposition dieser Zellen gegen DNA schädigende Agenzien mit Hilfe 
der Einzelzell-Gelelektrophorese (Comet Assay) untersucht werden. 
 
DNA Adduktbildung
nach in vitro Exposition Reparatur-Inzisionen abgeschlossene Reparatur
A
B
 
Abb. 3: Nachweis von Reparatur induzierten Strangbrüchen mit der alkalischen Einzelzell-
Gelelektrophorese (Comet Assay). A) Nach in vitro-Exposition z.B. gegen ENU werden an der DNA 
eine Reihe verschiedenartiger Addukte gebildet, die durch Reparatur-Inzisionen unterschiedlicher 
DNA-Reparatursysteme entfernt werden können. Die entstehenden Reparaturlücken werden 
abschließend durch Re-Ligation verschlossen (obere Reihe). Im alkalischen Comet Assay werden 
sekundäre, Reparatur induzierte Einzel- und Doppelstrangbrüche durch die elektrophoretische 
Mobilität der DNA-Fragmente sichtbar gemacht (untere Reihe, Mitte). Nach abgeschlossener 
Reparatur ist die intakte nukleäre DNA wiederhergestellt (untere Reihe, rechts). B) Quantitative 
Messung der Reparatur induzierten DNA-Fragmentierung durch Bestimmung des „Olive Tail Moment“ 
(OTM). Das OTM beschreibt das Produkt aus dem DNA-Gehalt im Kometenschweif und dem Abstand 
zwischen Kometenkopf und der Hauptfluoreszenz im Kometenschweif (rot). 
 
 
Die Einzelzell-Gelelektrophorese wurde dabei verwendet, um Strangbrüche in der 
nukleären DNA individueller Zellen nachzuweisen. Einzelstrangbrüche entstehen 
entweder „spontan“, beispielsweise an destabilisierten abasischen Stellen, sehr viel 
häufiger aber intermediär während zellulärer DNA-Reparaturprozesse. Zu 
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zeitweiligen Einzelstrangbrüchen führt u. a. das Ausschneiden von modifizierten 
Basen durch DNA-Glykosylasen mit anschließender Inzision des verbleibenden 
Zucker-Phosphat-Rückgrates durch Endonukleasen im Rahmen des BER-Weges. 
Andererseits können Einzelstrangbrüche auch durch direktes Entfernen von 
einzelnen beschädigten Nukleotiden oder von ganzen Nukleotidsequenzen durch 
Multi-Enzymkomplexe im Rahmen der NER gebildet werden. Doppelstrangbrüche 
hingegen treten entweder ohne Enzym-Beteiligung direkt nach physikalischer 
Beschädigung der DNA z.B. durch ionisierende Strahlung oder durch die Aktivität des 
Mismatch-Reparatursystems während der Replikation auf. Unter alkalischen 
Bedingungen (pH > 11), die zu einer partiellen Denaturierung der DNA führen, 
detektiert der Comet Assay sowohl Einzel- als auch Doppelstrangbrüche, während 
die „neutrale„ Variante (pH ~ 8) nur Doppelstrangbrüche anzeigt. Durch die 
Wanderung der entstandenen unterschiedlich großen DNA-Fragmente im 
elektrischen Feld während der Elektrophorese entstehen schließlich die typischen, 
kometenartigen Verteilungen der Kern-DNA (Abb. 3A). 
Um die globale DNA-Reparaturkapazität einer Zelle funktionell zu erfassen, eignet 
sich der Comet Assay insbesondere in Kombination mit DNA reaktiven Agenzien, die 
ein möglichst breites Schadensspektrum erzeugen. Eine solche Substanz ist der 
monoalkylierende Ethylnitrosoharnstoff ENU, der unter physiologischen Bedingungen 
sehr schnell (t1/2: 8 Minuten) zu hoch reaktiven Karb-Anionen zerfällt (Goth und 
Rajewsky, 1972), die sofort mit nukleophilen Zentren in der DNA reagieren. Die so 
genannten Addukte, die nach ENU-Exposition an der DNA gebildet werden, sind 
sowohl in ihrer Struktur als auch in ihrer relativen Häufigkeit sehr gut charakterisiert 
(Beranek, 1990). Als Hauptprodukt finden sich die chemisch und biologisch 
weitgehend stabilen Phosphotriester (ca. 55 %), während mit geringerer Häufigkeit 
Alkylierungen an N- und O-Atomen der Basen erfolgen: Zu etwa 11 % werden N7-
Ethyl-Guanine, zu 8 % O6-Ethyl-Guanine, zu 7,5 % O2-Ethyl-Thymine und zu 4 % 
N3-Ethyl-Adenine gebildet. Diese DNA-Addukte sind Substrate für verschiedene 
DNA-Reparatursysteme, so dass die kumulative Inzisionsrate nach Alkylierung durch 
ENU sowie die benötigte Zeit für das Wiederverschließen der Strangbrüche ein gutes 
Maß für die Gesamt-Reparaturleistung einer Zelle sind. 
Als Anhaltspunkt für die relative Zahl von DNA Strangbrüchen nach ENU-Exposition 
wurde in früheren Studien der Arbeitsgruppe die von den DNA Fragmenten gebildete 
Fläche verwertet. Da sich in der neueren Literatur aber immer deutlicher das so 
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genannte „Olive Tail Moment“ OTM durchgesetzt hat (Olive et al., 1990; Olive und 
Banath, 1993), wurde diese Maßeinheit während dieser Arbeit im Labor in eine 
weiterentwickelte Bildanalyse-Software (ACAS ICM) implementiert und für die 
quantitative Auswertung der Comet Assays verwendet. Das Olive Tail Moment 
beschreibt dabei das Produkt aus dem DNA-Gehalt im Kometenschweif und dem 
Abstand zwischen Kometenkopf und der Hauptfluoreszenz im Kometenschweif (Abb. 
3B). 
Als Maß für die Reparaturgeschwindigkeit wurde in der vorliegenden Arbeit die Zeit 
berechnet, die die Zellen benötigen, um 50 % der initialen Strangbrüche zu 
prozessieren. Außerdem wurde ein alternatives Maß definiert, das die Abnahme des 
OTM-Wertes und damit die Reparaturgeschwindigkeit pro Minute darstellt. Durch die 
kurze Halbwertszeit und die rasche Reaktion der Zerfallsprodukte des ENU mit der 
DNA repräsentierte diese Reduktion des OTM weitgehend echte DNA-
Reparaturvorgänge, die nicht durch die anhaltende Neubildung von DNA-Addukten 
im Beobachtungszeitraum überlagert wurden (Abb. 4A). 
Mit dieser Technik wurden Reparaturkinetiken von CD19+ CLL-Tumorzellproben von 
elf sensitiven sowie neun resistenten Patienten aufgenommen. Nach einer 30-
minütigen Inkubation mit ENU (150 µg/ml) unterschieden sich die Mittelwerte der 
initialen Strangbruchraten zu Beginn des Beobachtungszeitraumes zwischen den 
beiden Patientengruppen (Abb. 4B). Dieser Befund deutet auf eine erhöhte 
Inzisionskapazität der resistenten Zellproben während der frühen Schritte der DNA-
Reparatur hin. Die Endpunkte der Reparatur nach 90 Minuten waren hingegen bei 
beiden Gruppen identisch (Abb. 4B). Daraus folgt, dass die mittlere Reparatur-
Halbwertszeit bei den Zellen sensitiver Patienten mit etwa 104 Minuten höher lag als 
bei denen der resistenten Gruppe mit 73 Minuten (Abb. 4C). Außerdem war auch die 
mittlere Reparaturgeschwindigkeit (OTM/min, Abb. 4D) in der sensitiven 
Patientengruppe mit 33 pro Minute verglichen mit 58 pro Minute bei resistenten 
Patienten deutlich langsamer. Betrachtete man andererseits die Messwerte für die 
einzelnen Patienten, fanden sich starke interindividuelle Schwankungen: So enthielt 
z.B. die sensitive Patientengruppe auch immer individuelle Proben, die in ihrer 
schnellen Reparaturcharakteristik mehr den resistenten Zellen ähnelten und 
umgekehrt. 
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Abb. 4: Funktionelle Reparaturcharakteristiken von CD19+ CLL-Lymphozyten. A) Typische DNA-
DNA-Reparaturkinetik, gemessen mit dem alkalischen Comet Assay nach ENU-Exposition. CD19+ 
CLL-Lymphozyten wurden 30 min mit ENU (150 µg/ml) behandelt; in der folgenden Reparaturphase 
wurde alle 30 min ein Zellaliquot entnommen und in Agarose eingebettet. Zur Bewertung der 
Reparatureffizienz verschiedener Tumorzellproben wurde die Zeit bestimmt, die für die Reparatur von 
50 % der initialen Strangbrüche benötigt wurde (t50%); alternativ wurde die Abnahme des OTM pro 
Minute (OTM/t) und somit die Geschwindigkeit der Strangbruchprozessierung errechnet. B) 
Mittelwerte (+/- SEM) der initialen Strangbruchraten bzw. der Strangbruchraten zum Ende der 
Reparaturinkubation nach 90 min für elf sensitive und neun resistente Tumorzellproben. C) Verteilung 
der t50%-Werte bzw. D) der Reduktion des OTM/min bei elf sensitiven und neun resistenten 
Tumorzellproben. Box: 25-75% Quartile; Whisker: Spannweite; Quadrat innerhalb der Box: Mittelwert; 
Linie innerhalb der Box: Median. 
 
 
 
3.2.2 Modulierung der DNA-Strangbruchprozessierung von CD19+ CLL-
Lymphozyten 
 
Die in Abb. 4A gezeigte Reaktion der gereinigten CLL-Zellen auf ENU induzierte 
DNA-Schädigung kann durch kleine, pharmakologisch wirksame Reparatur-
Inhibitormoleküle moduliert werden. So wirkt beispielsweise der Methylether 
Methoxyamin (Mx) als potenter Inhibitor der frühen Schritte der Basen-Exzisions- 
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Reparatur (Liuzzi und Talpaert-Borle, 1985; Taverna et al., 2001). Die zuständige 
DNA-Glykosylase schneidet eine beschädigte Base aus und hinterlässt eine 
abasische Stelle. Methoxyamin reagiert mit der offenen Ringstruktur der 
Desoxyribose, wodurch die Inzision der 5´ Phosphodiesterbindung des betroffenen 
DNA-Stranges durch die AP-Endonuklease und in der Folge die gesamte weitere 
Prozessierung des DNA-Schadens unterbunden wird (s. Abb. 1). Eine Ko-Inkubation 
mit Mx führt also zu einer Verringerung der im Comet Assay detektierbaren 
Strangbrüche um den BER bedingten Anteil (Abb. 5). 
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Abb. 5: Modulierung der DNA-Reparatur durch Methoxyamin (Mx) und Fludarabin (FA). ENU 
induzierte DNA-Addukte werden über verschiedene Reparatursysteme repariert, die spezifisch 
moduliert werden können. Frühe Schritte der BER werden durch den Einbau von Mx und damit 
verbundener Blockierung der AP-Endonuklease inhibiert. Dies führt zu einer Reduktion des OTM im 
Comet Assay nach kombinierter ENU- und Mx-Exposition (= BER-Anteil an der Gesamt-
Reparaturleistung, links). Das Verschließen von Reparatur induzierten Strangbrüchen in späten 
Schritten der NER wird durch die Blockierung der DNA-Polymerase durch FA verhindert und führt zu 
einer im Comet Assay messbaren Akkumulation von Strangbrüchen (= relative NER-Aktivität, 
ausgedrückt in der Erhöhung des OTM gegenüber alleiniger ENU-Exposititon, rechts). 
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Das Nukleotid-Analoge Fludarabin (FA) wirkt in replizierenden Zellen durch Inhibition 
von DNA-Polymerasen während der S-Phase des Zellzyklus. In ruhenden Zellen 
hingegen konnte eine Interaktion von Fludarabin mit der Nukleotid-Exzisions-
Reparatur gezeigt werden: Nachdem ein beschädigtes Nukleotid zusammen mit etwa 
24 - 32 benachbarten Nukleotiden entfernt wurde, bewirkt der Einbau von Fludarabin 
in die durch Polymerasen neu synthetisierte DNA-Sequenz einen Abbruch der 
Polymerisierungsreaktion (Keating et al., 1994; Yamauchi et al., 2001; Yamauchi et 
al., 2002) (s. Abb. 1). Dies führt zu einer Anhäufung von nicht wieder verschlossenen 
DNA-Reparaturintermediaten und damit zu einer Erhöhung der Strangbruchrate im 
Comet Assay (Abb. 5). Mit Hilfe dieser beiden Modulatoren lässt sich also der Anteil 
bestimmter Reparaturwege an der funktionellen Gesamt-Reparaturleistung einer 
Zelle abschätzen. 
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Abb. 6: Relative Aktivität verschiedener DNA-Reparaturwege in CD19+ CLL-Lymphozyten nach 
ENU-Exposition. CLL-Tumorzellen wurden jeweils 1 h mit bzw. ohne DNA-Reparaturmodulatoren 
(Mx: 1 mM bzw. FA: 1 µg/ml) vorinkubiert und anschließend für 30 min mit ENU (150 µg/ml) 
behandelt. Nach einer weiteren Stunde wurden die entstandenen Strangbrüche im Comet Assay 
quantifiziert. A) Anteil des BER-Systems an der Gesamt-Reparaturleistung nach ENU-Exposition; B) 
Relative Aktivität des NER-Systems nach ENU-Exposition (prozentuale Erhöhung des OTM-Wertes, s. 
Abb. 5). C,D) Reproduzierbarkeit der DNA-Reparaturmodulation in Tumorzell-Proben von individuellen 
CLL-Patienten. 
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CD19+ Lymphozyten von CLL-Patienten wurden jeweils eine Stunde vor der DNA-
Schadensinduktion durch ENU mit Mx bzw. FA behandelt. Eine Stunde nach der 
ENU-Exposition (30 Minuten, s. 3.2.1) wurden die Zellen im Comet Assay auf 
Strangbrüche untersucht. 
Nach DNA-Schadensinduktion durch ENU und Inhibition der Basen-Exzisions-
Reparatur durch Methoxyamin wiesen die individuellen CLL-Tumorzellproben sehr 
unterschiedliche Verringerungen des OTM-Wertes auf. Dies deutete auf einen 
individuell unterschiedlichen BER-Anteil an der Gesamt-Reparaturleistung der 
untersuchten CLL-Proben hin (0,5 - 57 %, Abb. 6A). 
Die Blockierung der Nukleotid-Exzisions-Reparatur durch Fludarabin führte zu 
individuell ebenfalls sehr unterschiedlichen relativen Erhöhungen der 
Strangbruchraten in den einzelnen Zellproben (42 - 188 %, Abb. 6B). Daraus konnte 
geschlossen werden, dass auch die NER-Aktivitäten in den Tumorzellen einzelner 
Patienten bei der Prozessierung von DNA-Schäden erhebliche individuelle 
Unterschiede aufweisen. 
Die experimentell ermittelte Beteiligung von BER und NER wurde durch wiederholte 
Analysen von Zellen des gleichen Patienten bestätigt (Abb. 6C,D), während 
konsistente Unterschiede in der Beteiligung bestimmter DNA-Reparaturwege 
zwischen sensitiven und resistenten CLL-Tumorzellproben hier nicht beobachtet 
werden konnten. 
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3.3 Untersuchung des Genexpressionsmusters von CLL-
Tumorzellen 
 
In der modernen Krebs-Forschung hat sich die Genexpressionsanalyse zu einem 
bedeutenden methodischen Ansatz entwickelt. Durch Untersuchung des so 
genannten Transkriptoms, das die Gesamtheit der als mRNA aktiv transkribierten 
Gene repräsentiert, können sowohl gesunde Zell- und Gewebetypen als auch deren 
abgeleitete Tumorvarianten voneinander unterschieden bzw. miteinander verglichen 
werden. Dies führte inzwischen dazu, dass z.B. Tumorentitäten, die bis vor kurzem 
aufgrund ihres Phänotyps als einheitlich angesehen wurden, nach der molekularen 
Charakterisierung ihrer Genexpression in mehrere distinkte Erkrankungen aufgeteilt 
wurden (Alizadeh et al., 2000; Rosenwald und Staudt, 2003). Auf diese Weise 
werden eine zuverlässigere Diagnose und eine effektivere Behandlung ermöglicht 
(Staudt, 2003). Außerdem werden verschiedene Aktivitäts- oder 
Entwicklungszustände durch Änderungen im Transkriptom abgebildet. Des Weiteren 
reagiert die Zelle oder das Gewebe mit einer differentiellen Genexpression auf 
endogene oder exogene Einflüsse wie beispielsweise Stress oder eine 
Tumortherapie mit Bestrahlung oder Zytostatika. Zur Untersuchung der globalen 
Genexpression werden heute meist DNA-Microarrays verwendet, die auf der 
Hybridisierung von mRNA- (bzw. daraus abgeleiteten cDNA- oder cRNA-Kopien) an 
immobilisierten DNA-Sequenzen basieren. 
Die folgenden Abschnitte beschreiben Experimente, in denen mit Hilfe der 
Microarray-Technologie die Frage untersucht wurde, ob sich die Entwicklung einer 
Chemotherapie-Resistenz in einer Veränderung des Genexpressionsmusters von 
CLL-Tumorzellen widerspiegelt. Dabei galt das Hauptaugenmerk dem „DNA damage 
response“-Netzwerk mit insgesamt etwa 800 beteiligten Genen bzw. definierten 
Untergruppen dieses Netzwerkes (DNA-Reparaturgene sowie Apoptosegene und 
Zellzyklus regulierende Gene). 
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3.3.1 Auswahl einer Microarray-Plattform zur RNA-Expressionsanalyse 
 
Zur Bearbeitung dieser Frage standen in der Arbeitsgruppe zwei alternative 
Microarray-Plattformen zur Verfügung, die zunächst auf ihre Eignung für eine serielle 
RNA-Expressionsanalyse untersucht wurden. Zum einen stand zu Beginn der Arbeit 
ein DNA-Reparatur-Array der Firma MWG Biotech zur Verfügung, der 155 
ausgewählte DNA-Reparatur- sowie Apoptose- und Zellzyklus regulierende Gene 
abdeckte. Die betreffenden Gene wurden dabei durch jeweils drei Oligonukleotide 
von 50 Nukleotiden Länge repräsentiert (die so genannten „Originale“), die das       
5´-Ende bzw. das 3´-Ende sowie den mittleren Bereich der entsprechenden mRNA-
Sequenz abdeckten. Auf dem Array war jedes Oligonukleotid zusätzlich als „Replikat“ 
vorhanden (Abb. 7). Diese Version des MWG-Arrays wurde in dieser Arbeit mit 33 
weiteren wichtigen, teilweise neu beschriebenen DNA-Reparaturgenen aktualisiert 
(Wood et al., 2001). Wegen einer Umstrukturierung der Array-Produktion bei MWG 
wurden die aktualisierten Gene allerdings nur noch durch ein einzelnes 
Oligonukleotid von 40 Nukleotiden Länge vertreten. 
Zum anderen bestand die Alternative, Microarrays der Firma Affymetrix zu 
verwenden, die im BioChip-Labor des IFZ mittlerweile routinemäßig zur Bearbeitung 
verschiedenster Fragestellungen eingesetzt werden. 
Um herauszufinden, welche Plattform für die serielle Analyse des DNA-Reparatur-
Transkriptoms von Tumorzellen die zuverlässigsten Ergebnisse in Bezug auf 
Sensitivität und Reproduzierbarkeit erbringt, wurden mononukleäre Blutzellen 
(„peripheral blood mononuclear cells“, PBMC) eines CLL-Patienten über einen Ficoll-
Dichtegradienten aufgereinigt, die Gesamt-RNA isoliert und mit oligo-(dT) primern in 
cDNA umgeschrieben; dieser cDNA-Pool basierte also nur auf dem mRNA-Anteil der 
isolierten Gesamt-RNA. Anschließend wurde diese cDNA mittels in vitro-
Transkription in cRNA umgeschrieben, dabei mit Cy5 Fluoreszenz-markiert und die 
markierte cRNA auf zwei MWG DNA-Reparatur-Arrays hybridisiert. 
In einer ersten Analyse zeigte sich, dass die Hybridisierung über die gesamte Fläche 
der Arrays sehr ungleichmäßig erfolgte, so dass sich für Original- und Replikat-
Oligonukleotide große Unterschiede in den Signalintensitäten ergaben. Außerdem 
wiesen manche Areale eine sehr hohe Hintergrund-Fluoreszenz auf (Abb. 7). 
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Original Replikat
 
Abb. 7: Hybridisierung auf MWG DNA-Reparatur-Arrays. Der Array ist in zwei identisch mit 
Oligonukleotiden bestückte Areale (Original und Replikat) aufgeteilt. Deutlich sind die ungleichen 
Signalintensitäten zwischen redundanten Spots in den beiden Arealen erkennbar (Auschnitte). 
Außerdem verschwinden die Hybridisierungssignale am linken Rand des Chips im lokal erhöhten 
Hintergrundrauschen. 
 
 
Um die Reproduzierbarkeit der MWG-Arrays untereinander zu untersuchen, wurden 
jeweils für beide Chips die Signale der drei Original-Oligonuklotide pro Gen gemittelt 
und die logarithmierten Mittelwerte gegeneinander aufgetragen (Abb. 8A). 
Idealerweise sollte sich in der graphischen Darstellung eine Gerade ergeben: Die 
„Punktwolke“ in Abb. 8A legt nahe, dass allein der Hybridisierungsschritt im Fall der 
MWG-Arrays bereits so variabel war, dass die gleiche Probe auf zwei Chips nur eine 
sehr schwache „Spearman rank“-Korrelation von 0,6 erreichte. Im Vergleich dazu 
brachte die gleiche Analyse mit vier unterschiedlichen, bereits im Vorfeld dieser 
Arbeit auf Affymetrix HuGeneFL Chips hybridisierten CLL-Proben (Dürig et al., 2003) 
wesentlich bessere Korrelationen um 0,9 (Abb. 8B). 
Aufgrund der auch aus früheren Arbeiten mit MWG DNA-Reparatur-Arrays 
bekannten hohen Hintergrundfluoreszenz sowie einer generell ungleichmäßigen 
Hybridisierung schien die MWG-Arrayplattform für die serielle Analyse des RNA-
Expressionsmusters von Tumorzellproben wenig geeignet. Außerdem wurde die 
vergleichende Analyse der Signalintensitäten durch die Umstellung der Array-
Produktion bei MWG (50mer gegen 40mer; drei gegen ein Oligonukleotid pro Gen) 
nahezu unmöglich gemacht. 
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Abb. 8: Reproduzierbarkeit der Hybridisierung auf zwei verschiedenen Microarray-Plattformen. 
A) Cy5-markierte cRNA aus einer CLL-Tumorzellprobe wurde auf zwei MWG-Arrays (Nr. 31 und 57) 
hybridisiert. Die logarithmierten Mittelwerte der Fluoreszenzintensitäten an den drei Oligonukleotiden, 
die ein Gen repräsentieren, wurden für beide Arrays gegeneinander aufgetragen. B) Hybridisierung 
von vier verschiedenen CLL-Tumorzellproben auf vier Affymetrix HuGeneFL Microrrays (Nr. 17, 30, 
74, 77). Die logarithmierten Mittelwerte der Fluoreszenzintensitäten von 1-5 „Probesets“ (s. 2.2.8), die 
eine Gensequenz repräsentieren, wurden für die vier Arrays gegeneinander aufgetragen. In A) und B) 
wurden jeweils die gleichen Gene analysiert. r = Spearman´scher Rangkorrelations-Koeffizient. 
 
 
Mit der Affymetrix-Plattform standen auf der anderen Seite echte „whole genome“ 
Microarrays zur Verfügung, die neben der Analyse des DNA-Reparatur- 
Transkriptoms bei Bedarf zusätzlich einen Einblick in die RNA-Expression weiterer 
interessanter Genfamilien und Funktionswege erlaubten und deren serielle Analyse 
nach standardisierten Protokollen im Institut etabliert war. Deshalb wurde für diese 
Arbeit schließlich die Affymetrix-Plattform zur Untersuchung der 
Genexpressionsmuster von CLL-Tumorzellen gewählt.  
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3.3.2 Untersuchung des Genexpressionsmusters von CLL-Lymphozyten im 
Hinblick auf die Chemosensitivität 
 
3.3.2.1 Retrospektive RNA-Expressionsanalyse von mononukleären CLL-Zellen 
 
Um zu untersuchen, ob sich die klinische Chlorambucil-Resistenz der CLL-Patienten 
und ein gegebenenfalls damit gekoppeltes verändertes DNA-Reparaturverhalten der 
Tumorzellen in ihrem Genexpressionsmuster widerspiegelt, wurde zunächst ein 
Microarray-Datensatz von 78 CLL-Proben retrospektiv ausgewertet. Die aus nicht 
weiter gereinigten peripheren mononukleären Zellen isolierte RNA war bereits im 
Rahmen einer Studie zur Prognose der CLL auf zwei Serien von Affymetrix 
HuGeneFL Arrays hybridisiert worden (Dürig et al., 2003); die Auswertung der 
Signalintensitäten war mit der Affymetrix Software „Microarray Suite“ (MAS, s. 2.2.8) 
erfolgt. 
Die CLL-Patienten wurden bezüglich ihres klinischen Ansprechens auf die jeweilige 
Therapie charakterisiert und in zwei Gruppen eingeteilt (s. 3.1). Fünfzehn Patienten 
wurden wegen Zweit-Tumorerkrankungen oder ähnlicher Komplikationen in ihrem 
klinischen Verlauf von der Analyse ausgenommen. Von den verbleibenden 63 
Patienten befanden sich 52 in der sensitiven und elf in der resistenten Gruppe    
(Tab. 1). 
 
Tab. 1: Gruppenzugehörigkeit der retrospektiv analysierten CLL-Patienten 
Alle Arrays (63) Serie 1 (32) Serie 2 (31) 
Status 
Anzahl % Anzahl % Anzahl % 
sensitiv 52 82,5 29 90,6 23 74,2 
resistent 11 17,5 3 9,4 8 25,8 
 
 
Im Verlauf der Analyse zeigte sich, dass bei einem „unsupervised clustering“, d.h. bei 
einer hierarchischen Anordnung der Arrays anhand der Signalintensitäten der so 
genannten „Probesets“ (s. 2.2.8), keine Aufteilung der Arrays in sensitive und 
resistente Patienten erzielt werden konnte, sondern eine scharfe Trennung bezüglich 
der beiden Chip-Serien erfolgte („chip bias“). Da eine solche, auf die Fabrikation der 
Arrays zurückzuführende Eigenschaft eine gemeinsame Analyse aller 63 Datensätze 
unmöglich machte, wurden in der Folge nur die Datensätze der Serie 2 untersucht.  
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Nach einer Neustrukturierung des Datensatzes gemäß den beiden CLL-
Gruppierungen wurden die Gruppen-Mediane der Fluoreszenzintensitäten an den 
einzelnen Probesets sowie deren Verhältnis (relative Expressionsänderung) gebildet. 
Als statistische Bewertung diente der Wilcoxon-Rangsummentest. Probesets wurden 
als differentiell exprimiert angesehen, wenn sie in mindestens 20 % aller Proben vom 
Affymetrix-Algorithmus als „present“, d.h. zuverlässig detektierbar, bewertet wurden, 
eine relative Änderung von mindestens 1,5 und einen p-Wert im Wilcoxon-Test von 
höchstens 0,05 aufwiesen. Um der relativen Expressionsänderung nicht zu großes 
Gewicht beizumessen, wurden außerdem Probesets mit einem p-Wert von <0,005 
unabhängig vom Wert der Änderung als differentiell exprimiert akzeptiert. 
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Abb. 9: „Supervised“ RNA-Expressionsanalyse von 31 CLL-Tumorzellproben. Affymetrix 
HuGeneFL-Datensätze von 23 sensitiven und acht resistenten Ficoll gereinigten CLL-Tumorzellproben 
wurden mit dem Wilcoxon-Rangsummentest retrospektiv analysiert. Die zugrunde liegenden 
Signalintensitäten der Hybridisierung waren mit der MAS-Software erfasst worden. Kriterium für 
differentiell exprimierte Gene: p ≤ 0,05. Dargestellt sind sechs DNA-Reparaturgene, die diesem 
Filterkriterium entsprachen. 
 
 
Von den etwa 7100 Probesets des HuGeneFL Chips wiesen unter den gewählten 
Bedingungen 113 Probesets signifikante Expressionsunterschiede zwischen den 
beiden Gruppen auf, von denen 85 in der resistenten Gruppe höher exprimiert 
wurden. Unter den genannten, relativ stringenten Filterregeln für differentiell 
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exprimierte Gene fanden sich keine echten DNA-Reparaturgene, während bei einer 
erweiterten Betrachtung des gesamten „DNA damage response“-Netzwerks nur drei 
nicht unmittelbar mit DNA-Reparatur assoziierte Gene (stat1, dusp1, terf2) als 
differentiell exprimiert identifiziert werden konnten. Daher wurden die Filterregeln 
gelockert, so dass allein ein p-Wert von mindestens 0,05 als Signifikanzgrenze im 
Wilcoxon-Test gefordert wurde. Auf diese Weise wurden sechs Reparaturgene als 
differentiell exprimiert identifiziert (Abb. 9). 
Fünf der sechs unter diesen Filterbedingungen als differentiell exprimiert gefundenen 
Gene (ercc6, gtfIIh1, gtfIIh4, rpa3, xpa) sind an der Bildung eines Multi-
Enzymkomplexes beteiligt. Diese so genannte Exzisionsnuklease spielt eine zentrale 
Rolle während der Nukleotid-Exzisions-Reparatur. Die differentielle Expression von 
ercc6 (csb), einem spezifischen Faktor für die Transkriptions-gekoppelte Reparatur 
(s. Abb. 1), könnte sogar einen Hinweis auf die differentielle Aktivität dieses 
speziellen NER-Weges in resistenten CLL-Lymphozyten liefern. Die Aktivität der TCR 
ist in ruhenden, nicht replizierenden Zellen deshalb besonders wichtig, weil für diese 
Zellen in erster Linie der Erhalt der genetischen Information in aktiven und damit für 
den Zellmetabolismus wichtigen Genen im Vordergrund steht. Eine erhöhte 
Expression von wichtigen Komponenten dieses Reparatursystems könnte somit 
durch die geringere DNA-Adduktbelastung in aktiven Genen nach einer DNA 
reaktiven Chemotherapie einen Überlebensvorteil von resistenten CLL-Tumorzellen 
vermitteln. 
 
 
3.3.2.2 RNA-Expressionsanalyse von gereinigten CD19+ CLL B-Lymphozyten 
 
Wie sich im Lauf der Arbeit herausstellte, war der Anteil an malignen B-Lymphozyten 
im Blut der CLL-Patienten in den verschiedenen Stadien der Erkrankung bzw. nach 
erfolgreicher Chemotherapie unterschiedlich hoch. Außerdem zeigte sich, dass 
bereits eine relativ geringe Verunreinigung mit anderen Zellen großen Einfluss auf 
das jeweilige RNA-Expressionsprofil hatte. Deshalb wurden aus den vorgereinigten 
peripheren mononukleären Zellen CD19+ B-Lymphozyten über Magnetsäulen isoliert 
(Reinheit > 95 %). Die gewählte Patienten-Gruppe bestand dabei aus 24 Spendern, 
von denen dreizehn unbehandelt bzw. Chlorambucil-sensitiv und elf entweder gegen 
Chlorambucil allein oder gegen Chlorambucil und Fludarabin resistent waren. 
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Nach RNA-Isolierung und reverser Transkription wurde die biotinylierte cRNA auf 
Affymetrix HG-U133A Microarrays hybridisiert. Dieser weiter entwickelte Chiptyp 
enthielt im Gegensatz zu den HuGeneFL Microarrays etwa 22200 Probesets, die ca. 
14000 humane Gene repräsentierten; darunter befanden sich alle derzeit bekannten 
„DNA damage response“-Gene. Die aus der Hybridisierung resultierenden 
Expressionswerte wurden sowohl „unsupervised“ als auch „supervised“, d.h. einmal 
ohne und einmal mit Vorgabe der Patienten-Gruppen, analysiert. 
Für die „unsupervised“-Analyse wurden die Hybridisierungs-Signale an den 
Probesets mit der MAS-Software aufgenommen und normalisiert. Anschließend 
wurden die Signale aller Probesets jeweils auf ihre mittlere Fluoreszenzintensität 
über alle Arrays normiert und logarithmiert. Um uninformative Signale 
auszuschließen, wurden nur die Probesets der hierarchischen Clusteranalyse 
(Spotfire Decision Site for Functional Genomics) mit Korrelation als Ähnlichkeitsmaß 
unterzogen, die von der Affymetrix-Software in mindestens 30 % aller 
Tumorzellproben als „present“ gefunden worden waren (Abb. 10).  
 
A B C  
Abb. 10: Hierarchische Clusteranalyse von 24 CD19+ CLL-Tumorzellproben. Die 
Expressionssignale der Probesets wurden auf ihre mittlere Signalintensität normiert und logarithmiert. 
Probesets mit mehr als 30 % „present calls“ in allen Proben wurden einer „unsupervised“ 
Clusteranalyse unterzogen. Die relative Expressionshöhe gegenüber dem Mittelwert wird durch grüne 
(bis zu -4fach) bzw. rote Farbe (bis zu +4fach) ausgedrückt. A) Gesamter Array (11275 Probesets); B) 
„DNA damage response“ (878 Probesets); C) DNA-Reparatur (186 Probesets). sensitiv, resistent. 
 
 
Dabei stellte sich heraus, dass die subtilen Unterschiede in der mRNA-Expression 
nicht ausreichen, um die beiden anhand ihrer Reaktion auf Chemotherapie 
definierten Gruppen zu trennen. Dies galt sowohl für eine hierarchische 
Clusteranalyse über alle Probesets des gesamten Arrays (Abb. 10A) als auch für 
ausgewählte Untergruppen von Probesets. So brachte auch ein Clustering über 878 
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„DNA damage response“-Probesets (Abb. 10B) bzw. über 186 DNA-
Reparaturprobesets (Abb. 10C), die jeweils das „present call“-Kriterium erfüllten, 
keine Trennung der beiden Patienten-Gruppen anhand von 
Expressionsunterschieden in DNA-Reparaturgenen, die für die funktionellen 
Unterschiede verantwortlich sein könnten. 
Alternativ wurden die vom Array gelieferten Signalintensitäten mit der RMAexpress 
Software erfasst, normalisiert und die Expressionswerte nach der „Robust Multichip 
Average“-Methode (RMA, s. 2.2.8) analysiert. Die statistische „supervised“-Analyse 
erfolgte mit dem SAM-Test (Tusher et al., 2001) unter Vorgabe der beiden CLL-
Patientengruppen. Als differentiell exprimiert wurden dabei Probesets angesehen, 
die im SAM-Test eine „false discovery rate“ (FDR, q) von höchstens 25 % sowie eine 
relative Expressionsänderung der beiden Gruppen-Mittelwerte von mindestens 1,5 
erreichten. Diesen Kriterien entsprachen insgesamt 1226 Probesets (davon 66 in den 
resistenten Proben hoch reguliert) bzw. 1040 Gene. Diese differentiell exprimierten 
Gene zeigten in einer „Gene Ontology“ (GO)-Analyse (GOstat, 
http://gostat.wehi.edu.au) keine signifikante Anreicherung z.B. in bestimmten 
biologischen Prozessen oder Funktionen verglichen mit allen Genen des gesamten 
Chips. 
Andererseits sind 60 dieser Gene per Definition an der „DNA damage response“ 
beteiligt (Abb. 11). Im Gegensatz zu der angedeuteten differentiellen Expression von 
Komponenten der Transkriptions-gekoppelten Reparatur in der retrospektiven 
Analyse von mononukleären CLL-Zellen findet man diese in hoch angereicherten 
CD19+ B-Lymphozyten jedoch als nicht differentiell exprimiert. Außerdem wurden 
keine weiteren Gene identifiziert, die einem oder mehreren klar definierten DNA-
Reparaturwegen angehören und so die funktionellen DNA-Reparaturunterschiede 
erklären könnten. 
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(Abb. 11; Fortsetzung nächste Seite) 
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Abb. 11: „Supervised“ RNA-Expressionsanalyse von 24 CD19+ CLL-Tumorzellproben. Die cDNA 
von dreizehn sensitiven bzw. elf resistenten CD19+ CLL-Tumorzellproben wurde auf Affymetrix HG-
U133A-Microarrays hybridisiert, die Signalintensitäten mit der RMAexpress-Software erfasst und mit 
dem SAM-Test statistisch ausgewertet. Kriterium für differentiell exprimierte Gene: FDR q < 25 %, 
relative Expressionsänderung ≤ 0,67 bzw. ≥ 1,5. Dargestellt sind „DNA damage response“-Gene, die 
diesem Filterkriterien entsprachen. A) Apoptose-assoziierte Gene; B) Zell-Zyklus-assoziierte Gene;  
C) DNA-Reparatur-assoziierte Gene  
 
 
 
3.3.3 Untersuchung des Genexpressionsmusters von CLL-Lymphozyten im 
Hinblick auf die DNA-Reparaturkapazität 
 
Die Chemotherapie-Resistenz ging in den meisten der untersuchten CLL-Fälle mit 
einer erhöhten funktionellen DNA-Reparaturleistung einher (s. Abb. 4). Andererseits 
sollten auch die beobachteten individuellen Unterschiede in der Reparaturkapazität 
einzelner durch ihre Chemosensitivität charakterisierte Tumorzellproben 
berücksichtigt werden. Um den funktionellen Reparaturphänotyp auf eine eventuell 
differentielle Expression von DNA-Reparaturgenen zurückführen zu können, wurden 
zwei Gruppen von CLL-Patienten mit bekannter DNA-Reparaturkapazität (s. 3.2.1) 
unabhängig von ihrer Chemosensitivität definiert. 
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Dazu wurde der Mittelwert der im Comet Assay ermittelten 
Reparaturgeschwindigkeiten (Reduktion OTM/min) von elf CLL-Patienten als 
Trennlinie zur Bildung einer „langsamen“ und einer „schnellen“ Gruppe benutzt   
(Abb. 12). 
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Abb. 12: Aufteilung von elf CD19+ CLL-Tumorzellproben anhand ihrer DNA-Reparaturleistung. 
A) DNA-Reparaturleistung (OTM/min) in sechs sensitiven und fünf resistenten CLL-Proben vor der 
Neugruppierung. B) Neubildung zweier Gruppen mit „langsam“ bzw. „schnell“ reparierenden 
Tumorzellproben durch Austausch von je zwei Proben. Gestrichelte Linie: Mittelwert der elf 
Reparaturgeschwindigkeiten.  
 
 
Mit diesen beiden Gruppen von CLL-Patienten bekannter DNA-Reparaturleistung 
wurden ebenfalls sowohl eine „unsupervised“- als auch eine „supervised“-
Genexpressionsanalyse durchgeführt. Dabei brachte die „unsupervised“-
Clusteranalyse der mit MAS ausgewerteten und wiederum in 30 % der Proben als 
„present“ bewerteten Probesets (s. 3.3.2.2) keine Trennung von CLL-Patienten mit 
langsamer bzw. schneller funktioneller DNA-Reparatur (Abb. 13). 
Auch die „supervised“-Analyse der mit RMAexpress berechneten Signalintensitäten 
ergab im SAM-Test keine differentiell exprimierten DNA-Reparatur- bzw. sonstigen 
Gene mit einer FDR q < 43 %. 
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A B C  
Abb. 13: Hierarchische Clusteranalyse von elf CD19+ CLL-Tumorzellproben. Die 
Expressionssignale der Probesets wurden auf ihre mittlere Signalintensität normiert und logarithmiert. 
Probesets mit mehr als 30 % „present calls“ in allen Proben wurden einer „unsupervised“-
Clusteranalyse unterzogen. Die relative Expressionshöhe gegenüber dem Mittelwert wird durch grüne  
(bis zu -2,5fach) bzw. rote Farbe (bis zu +2,5fach) ausgedrückt. A) Gesamter Array (11175 
Probesets); B) „DNA damage response“ (860 Probesets); C) DNA-Reparatur (181 Probesets).            
● langsamer Reparaturphänotyp, ● schneller Reparaturphänotyp. 
 
 
Ein Grund für die Schwierigkeit bei der Identifizierung von differentiell exprimierten 
Genen in den vorausgegangenen Analysen könnte sein, dass die unterschiedliche 
funktionelle Reparaturantwort nach Induktion einer ganzen Reihe von verschiedenen 
DNA-Addukten durch ENU nicht auf einer veränderten Expression von Genen des 
„DNA damage response“-Netzwerks beruht, sondern vielmehr durch 
postranskriptionelle Mechanismen reguliert wird. Eine alternative Begründung wäre 
die hohe interindividuelle Varianz der Expressionshöhen einzelner dieser Gene, die 
bei Gruppenanalysen, die auf einem Mittelwertsvergleich beruhen, zu einer 
Maskierung von eventuell differentiell exprimierten Genen in individuellen 
Tumorzellproben führen könnte. 
Deshalb wurden die Expressionsdaten der DNA-Reparaturgene individueller CD19+ 
Tumorzellproben mit bekannter funktioneller Reparaturreaktion auf ENU induzierte 
DNA-Schädigung auf auffällige Änderungen untersucht. Dazu wurden die 
Expressionswerte von 260 DNA-Reparaturprobesets (156 Reparaturgene) jeweils 
eines Patienten mit „schneller“ Reparaturkinetik mit denen eines Patienten mit 
„langsamer“ Kinetik verglichen. Als Maß für die Ähnlichkeit der Expression aller DNA-
Reparaturprobesets wurde die Pearson´sche Rangkorrelation verwendet. 
Dabei stellte sich heraus, dass die Korrelation der Expression von DNA-
Reparaturgenen zwischen den beiden in ihrer Reparaturkinetik unterscheidbaren 
CLL-Patienten mit 0,77 (Abb. 14A) erwartungsgemäß niedriger war als die 
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Korrelation von 260 zufällig ausgewählten Probesets (r=0,96). Dieser Befund könnte 
auf eine Verschiebung im Expressionsprofil der Reparaturgene hindeuten. Verglich 
man allerdings die entsprechenden Expressionswerte beispielsweise zweier 
Patienten mit gleicher (langsamer) Reparaturreaktion auf ENU induzierte DNA-
Schädigung, erhielt man wiederum eine niedrige Korrelation von 0,75 verglichen mit 
0,98 für zufällig ausgewählte Probesets (Abb. 14B).  
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Abb. 14: Korrelation der Expression von DNA Reparaturgenen zwischen individuellen CLL-
Tumorzellproben. Korrelation der Expression (relative Signalintensität) von 260 DNA-
Reparaturprobesets zwischen A) der Tumorzellprobe eines CLL-Patienten mit niedriger (11 OTM/min, 
WB-55) und der Probe eines Patienten mit hoher (90 OTM/min, BWR-48) funktioneller DNA-
Reparaturaktivität nach ENU-Exposition und B) den Proben zweier Patienten mit niedriger DNA-
Reparaturaktivität (11 OTM/min, WB-55; 13 OTM/min, WA-34). Gene werden z.T. durch mehr als ein 
Probeset repräsentiert. r = Pearson´scher Rangkorrelations-Koeffizient. 
 
 
Diese Beobachtung betonte ein weiteres Mal die großen interindividuellen 
Unterschiede in der Expression von DNA-Reparaturgenen. Daher war es denkbar, 
dass die Unterschiede der „globalen“ funktionellen DNA-
Reparaturgeschwindigkeiten, die die Summe der Aktivität mehrerer distinkter DNA-
Reparaturwege darstellte, auf einer sehr individuell regulierten Expression einzelner 
DNA-Reparaturwege beruht. Diese Hypothese wurde durch die in Abschnitt 3.2.2 
sowie in früheren Arbeiten mit mononukleären CLL-Proben gezeigten individuellen 
funktionellen Beteiligungen verschiedener Reparaturwege an der Gesamt-
Reparaturantwort auf DNA-Schädigung nach ENU-Exposition unterstützt. 
Daher wurde nun die DNA-Reparaturgen-Expression von Tumorzellproben mit 
bekannter, unterschiedlicher Nutzung distinkter DNA-Reparaturwege zur Beseitigung 
von ENU induzierten DNA-Schäden vergleichend untersucht. Dabei konnte 
beispielsweise für eine CLL-Probe mit einem relativ hohen Anteil der Basen-
Exzisions-Reparatur im Vergleich zu einer Probe mit entsprechend geringerer 
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Beteiligung dieses Reparaturmechanismus eine leicht reduzierte Korrelation (Abb. 
15A) in der Expression von 25 wichtigen BER-Probesets (18 Genen) gegenüber zwei 
Proben mit gleichartig hoher Beteiligung der BER gezeigt werden (Abb. 15B). Dieser 
Zusammenhang konnte jedoch für 29 Probesets (24 Gene) der Nukleotid-Exzisions-
Reparatur nicht bestätigt werden, da hier die Korrelation zwischen der 
Genexpression zweier Zellproben mit annähernd gleichem funktionellem NER-Anteil 
geringer ausfiel als die Korrelation zwischen zwei Proben mit stark unterschiedlicher 
NER-Beteiligung (Abb. 15C,D). 
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Abb. 15: Korrelation der Expression von Genen distinkter DNA-Reparaturwege zwischen 
individuellen CLL-Tumorzellproben. Korrelation der Expression (relative Signalintensität) von 25 
BER-Probesets zwischen A) der Tumorzellprobe eines CLL-Patienten mit hoher (36 %, SE-28) und 
der Probe eines Patienten mit niedriger (15 %, OG-30) funktioneller Beteiligung der BER an der 
Gesamt-Reparaturleistung nach ENU-Exposition und B) den Proben zweier Patienten mit ähnlichem 
BER-Anteil (36 %, SE-28; 32 %, KJ-31). Korrelation der Expression von 29 NER-Probesets zwischen 
C) der Probe eines CLL-Patienten mit hoher (188%, KJ-31) und der Probe eines Patienten mit 
niedriger (42 %, SH-34) relativer NER-Aktivität (s. Abb. 5) nach ENU-Exposition und D) den Proben 
zweier Patienten mit ähnlicher relativer NER-Aktivität (89 %, WA-34; 98 %, WB-55). Gene werden z.T. 
durch mehr als ein Probeset repräsentiert. r = Pearson´scher Rangkorrelations-Koeffizient. 
 
 
Bei der detaillierteren Analyse der Expression einzelner, bestimmten DNA-
Reparaturwegen zugehöriger Gene von individuellen Patienten stellten sich jedoch 
durchaus Unterschiede heraus. So wurde beispielsweise beim direkten Vergleich der 
Expression von BER-Genen in einem CLL-Patienten mit hohem funktionellen BER-
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Anteil an der Gesamt-Reparaturleistung nach ENU-Exposition und einem Patienten 
mit relativ niedriger BER-Beteiligung eine differentielle Expression des Gens rfc5 
festgestellt. Dies galt auch gegenüber dem Mittelwert der Expression bei allen 24 
analysierten CLL-Tumorzellproben (Abb. 16A). Bei einem direkten Vergleich 
zwischen zwei Patienten, die den BER-Weg in einem vergleichbaren (hohen) Maß 
benutzen, fand sich entsprechend eine konsistent höhere Expression von rfc5 in 
beiden Proben gegenüber dem Mittelwert (Abb. 16B). Ähnliches wurde auch für 
eines von zwei Probesets der Thymin-DNA Glykosylase TDG beobachtet. 
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Abb. 16: Expression von Genen distinkter DNA-Reparaturwege in individuellen CLL-
Tumorzellproben. Expression (relative Signalintensität) von 25 BER-Probesets in A) der 
Tumorzellprobe eines CLL-Patienten mit hoher (36 %, SE-28) und der Probe eines Patienten mit 
niedriger (15 %, OG-30) funktioneller Beteiligung der BER an der Gesamt-Reparaturleistung nach 
ENU-Exposition und B) den Proben zweier Patienten mit ähnlichem BER-Anteil (36 %, SE-28; 32 %, 
KJ-31). Expression von 29 NER-Probesets in C) der Probe eines CLL-Patienten mit hoher (188%, KJ-
31) und der Probe eines Patienten mit niedriger (42 %, SH-34) relativer NER-Aktivität nach ENU-
Exposition und D) den Proben zweier Patienten mit ähnlicher relativer NER-Aktivität (89 %, WA-34;  
98 %, WB-55). 
 
 
Bemerkenswert ist, dass rfc5 eines der wenigen zwischen Therapie sensitiven und 
Therapie resistenten CD19+ CLL-Tumorzellproben differentiell exprimierten DNA-
Reparaturgene ist (s. 3.3.2.2). Dies könnte ein erster Hinweis für die Bedeutung von 
distinkten DNA-Reparaturprozessen in der Therapie-Resistenz sein, da die 
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Zellproben, die eine höhere rfc5-Expression bzw. eine relativ höhere BER-
Beteiligung an der DNA-Reparatur zeigten, auch gleichzeitig Therapie resistent 
waren. 
Noch deutlicher wurde der Nutzen von individuellen Expressionsvergleichen, wenn 
man den Nukleotid-Exzisions-Reparaturweg auf der Ebene von einzelnen Genen 
analysierte. Verglich man beispielsweise die NER-Genexpression zweier CLL-
Tumorzellproben, die zwar beide eine „langsame“ globale DNA-Reparatur aufwiesen, 
sich aber in der Beteiligung des NER-Weges deutlich unterschieden, so wurden 
mehrere NER-Gene auffällig unterschiedlich exprimiert (Abb. 16C). Diese 
differentielle Expression konnte bei einem Vergleich zweier Tumorzellproben mit 
vergleichbar niedriger NER-Beteiligung nicht beobachtet werden (Abb. 16D). Hier 
lagen die Expressionshöhen der betreffenden Gene auf dem Niveau des Mittelwertes 
aller 24 CLL-Proben oder sogar darunter. 
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Abb. 17: RNA-Expressionsniveaus von ausgewählten NER-Genen und deren mögliche 
Bedeutung für den individuellen funktionellen Reparaturphänotyp. Die RNA-Expression von 
sechs NER-Genen wurde in sechs individuellen, durch unterschiedliche funktionelle Nutzung des 
NER-Reparaturweges charakterisierten CLL-Tumorzellproben untersucht. Die NER-Beteiligung an der 
Gesamt-Reparaturleistung nimmt dabei in der gewählten Darstellung in den individuellen Proben von 
oben nach unten zu (s. Legende; □ geringe NER-Beteiligung; ■ hohe NER-Beteiligung) 
 
 
Vier der sechs mit einer hohen funktionellen NER-Aktivität korrelierten Gene (Abb. 
17) waren auch bereits in der retrospektiven Analyse der mononukleären CLL-Zellen 
in Bezug auf die Chemosensitivität als differentiell exprimiert identifiziert worden. 
Dass diese Gene allerdings nur unter sehr permissiv gehaltenen Filterregeln auffällig 
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wurden, unterstreicht weiterhin die hohe Relevanz von Genexpressionsanalysen auf 
der Ebene von individuellen Einzelproben. Statistische Auswertungen auf der Basis 
von Gruppenmittelwerten erscheinen demgegenüber zur Identifikation von DNA-
Reparaturgenen, deren Expressionseigenschaften mit den funktionellen 
Beobachtungen korrelieren, eher ungeeignet. Auch für die Expression dieser sechs 
NER-Gene wurde der Trend beobachtet, dass sowohl die relativ niedrigere 
Genexpression auf individueller Ebene als auch der funktionelle NER-Phänotyp in 
vier von sechs untersuchten Fällen mit der Chemosensitivität einhergeht. Eine der  
Therapie resistenten Tumorzellproben verhielt sich sowohl bezüglich ihrer NER-
Beteiligung als auch ihr NER-Expressionsprofil betreffend wie eine Probe der 
sensitiven Gruppe (BWR-48; Abb. 17). Im Gegensatz dazu stammte die 
Tumorzellprobe mit der höchsten Expression dieser sechs Gene sowie dem 
höchsten funktionellen NER-Anteil an der Gesamt-Reparaturleistung von einem 
Therapie resistenten CLL-Patienten (KJ-31; Abb. 17).  
 
 
 
3.4 Funktionelle Untersuchung der DNA reaktiven Wirkung 
von Chlorambucil 
 
Trotz des langjährigen erfolgreichen Einsatzes von Chlorambucil bei der Behandlung 
der CLL sind die molekularen Grundlagen für diesen Erfolg weitgehend unbekannt. 
Aufgrund seiner DNA-Reaktivität werden verschiedene DNA-Läsionen, die zu DNA-
Strangbrüchen führen und über verschiedene DNA-Reparaturwege repariert werden 
können, mit der zytotoxischen Wirkung von CLB in Verbindung gebracht. Ebenso 
wird der Einfluss von verschiedenen DNA-Reparatursystemen auf die Entwicklung 
einer CLB-Resistenz diskutiert. Daher sollte im folgenden Teil der Arbeit die Bildung 
von DNA-Strangbrüchen und die Einleitung der Apoptose nach Chlorambucil-
Behandlung von primären humanen Lymphozyten untersucht werden. Außerdem 
sollten durch gezielten Einsatz von spezifischen DNA-Reparaturmodulatoren 
Rückschlüsse auf die gebildeten Addukte bzw. die an der Reparatur der CLB 
induzierten DNA-Modifikationen beteiligten Reparaturwege gezogen werden. 
Zur Etablierung der dazu eingesetzten Methoden wurden für die nachfolgenden 
Untersuchungen normale Lymphozyten verwendet. Dadurch sollten störende 
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Einflüsse durch Tumorzell-spezifische Eigenschaften und die in den zuvor 
beschriebenen Experimenten beobachteten hohen individuellen Unterschiede 
zwischen unterschiedlichen CLL-Proben ausgeschlossen werden. 
 
 
3.4.1 Nachweis von DNA-Strangbrüchen nach Chlorambucil-Behandlung 
 
Grundsätzlich können durch die Reaktion der funktionellen Chloro-Ethylgruppen des 
Chlorambucils mit nukleophilen Zentren wie z.B. N7-Guanin in der DNA sowohl 
Monoaddukte als auch Intra- oder Interstrangaddukte auftreten, die in der Folge 
durch die Inzisionsaktivität verschiedener DNA-Reparaturmechanismen als 
sekundäre Einzel- oder Doppelstrangbrüche detektierbar sein sollten (Abb. 18). 
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Reaktion der funktionellen Gruppen von CLB mit N7-Guanin
Sekundäre DNA-Strangbrüche durch Aktivität verschiedener DNA-Reparaturwege
 
Abb. 18: Mögliche Induktion von DNA-Strangbrüchen nach Chlorambucil-Behandlung. 
 
 
Für den Nachweis von möglichen Chlorambucil induzierten DNA-Strangbrüchen 
wurde der alkalische Comet Assay verwendet. Dazu musste das für die Detektion 
von ENU induzierten Strangbrüchen bereits etablierte Protokoll angepasst werden. 
Durch eine Erhöhung der Inkubationsdauer auf 45 Minuten für die alkalische 
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Denaturierung der DNA konnten so erstmals Strangbrüche nach CLB-Behandlung in 
primären humanen Lymphozyten nachgewiesen werden (Abb. 19). 
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Abb. 19: Detektion von DNA-Strangbrüchen nach Chlorambucil-Behandlung von normalen 
humanen Lymphozyten. A) Ficoll gereinigte Lymphozyten eines gesunden Spenders wurden ex vivo 
für 2 h mit CLB behandelt und die so induzierten Strangbrüche anschließend im alkalischen Comet 
Assay nachgewiesen. B) Ficoll gereinigte Lymphozyten eines gesunden Spenders wurden in 
RPMI1640-Medium mit 50 µM CLB behandelt. Zu den angegebenen Zeitpunkten wurden Zell-Aliquots 
für die Analyse im Comet Assay entnommen. Die gestrichelte Linie kennzeichnet die spontane 
Strangbruchrate unbehandelter Zellen nach 30 h. In A) und B) wurden jeweils etwa 150 Zellen pro 
Messpunkt ausgewertet (Fehlerbalken: SEM). 
 
 
Dabei zeigte sich im Comet Assay eine lineare Abhängigkeit der DNA-
Strangbruchrate von der eingesetzten Chlorambucil-Konzentration (Abb. 19A). 
Beobachtete man die Entwicklung der Strangbruchraten über die Zeit, so konnte ein 
deutlicher, schneller Anstieg von Strangbrüchen bereits ein bis maximal zwei 
Stunden nach Beginn der Behandlung festgestellt werden (Abb. 19B). Diese 
Strangbrüche wurden innerhalb der folgenden fünf bis sieben Stunden zu ungefähr 
75 % wieder verschlossen, während 24 bis 30 Stunden nach Beginn der Behandlung 
wiederum ein Anstieg der Strangbrüche gemessen werden konnte. 
 
 
3.4.2 Charakterisierung der durch Chlorambucil-Behandlung induzierten  DNA-
Strangbrüche 
 
Der alkalische Comet Assay weist aufgrund des Denaturierungschrittes bei pH 12,7 
sowohl DNA-Einzel- als auch Doppelstrangbrüche nach (s. 3.2.1, Abb. 3A). Daher 
wurde mit dem so genannten γH2AX-Assay überprüft, ob das im Comet Assay 
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deutlich zu erkennende Strangbruch-Maximum auf Einzel- oder Doppelstrangbrüche 
zurückzuführen war. 
Die DNA gebundene Histonvariante H2AX wird nach Auftreten eines DNA-
Doppelstrangbruches in beide Richtungen vom betreffenden Bruchpunkt aus 
phosphoryliert (Abb. 20). Über die spezifische Bindung eines monoklonalen 
Antikörpers gegen die phosphorylierte Form von H2AX (γH2AX) und anschließende 
Reaktion von Fluoreszenz gekoppelten Sekundär-Antikörpern (s. 2.2.6) können DNA-
Doppelstrangbrüche anhand der so genannten „γH2AX-Foci“ im Zellkern detektiert 
werden. 
 
P PP P P PP P
P P P P
H2AXH2AX
Phosphorylierung von H2AX am DSB
γH2AXγH2AX
Detektion von γH2AX über Antikörperbindung
DSB
γH2AX-Focus
 
Abb. 20: Nachweis von DNA-Doppelstrangbrüchen im „γH2AX-Assay“. Die lokale Ballung von 
phosphorylierten und Antikörper markierten H2AX-Proteinen um den Doppelstrangbruch herum wird 
als γH2AX-Focus bezeichnet. 
 
 
In der Positivkontrolle konnte das Auftreten dieser Foci nach physikalischer Induktion 
von Doppelstrangbrüchen mit ionisierender Strahlung gezeigt werden. Im Gegensatz 
dazu waren bei Chlorambucil exponierten Lymphozyten innerhalb der ersten vier 
Stunden keine γH2AX-Foci detektierbar. Auch nach einer Erhöhung der CLB-Dosis 
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auf 100 µM konnten so keine DNA-Doppelstrangbrüche zum Zeitpunkt des im Comet 
Assay beobachteten OTM-Maximums nachgewiesen werden (Abb. 21). 
 
Ionisierende Strahlung
CLB, 100 µM, 2 h
Unbehandelt
DAPI Anti-γH2AX Overlay
 
Abb. 21: Keine Induktion von DNA-Doppelstrangbrüchen in normalen Lymphozyten nach 
Chlorambucil-Behandlung. Ficoll gereinigte Lymphozyten eines gesunden Spenders wurden bis zu 
4 h mit unterschiedlichen CLB-Konzentrationen behandelt und zu verschiedenen Zeitpunkten 
Zellaliquots im γH2AX-Assay untersucht. Im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle konnte in keiner 
der Zellproben eine Anhäufung von Immunfluoreszenz-Signalen (grün) und damit Hinweise auf DNA-
Doppelstrangbrüche gefunden werden (oben/mitte). Nach Bestrahlung von Lymphozyten zeigte sich 
jedoch eine klare Induktion von Doppelstrangbrüchen: Deutlich sind die so genannten  „γH2AX-Foci“ 
im Zellkern erkennbar (unten). 
 
 
Im nächsten Schritt wurde geprüft, ob es sich bei den im Comet Assay 
nachweisbaren DNA-Läsionen um Reparatur induzierte Einzelstrangbrüche handelt. 
Dazu wurden isolierte Normal-Lymphozyten vor der CLB-Exposition mit den oben   
(s. 3.2.2) bereits verwendeten zellgängigen Inhibitoren für bestimmte DNA-
Reparaturschritte vorinkubiert. 
Die Blockierung des BER-Weges durch Methoxyamin zeigte keinen deutlichen 
Einfluss auf den Verlauf und das Maximum der Strangbruchbildung nach CLB-
Behandlung (Abb. 22). Daher ist eine Beteiligung der Basen-Exzision an der 
Prozessierung von CLB-Addukten eher unwahrscheinlich. 
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Abb. 22: Der BER-Inhibitor Methoxyamin zeigt keinen Einfluss auf die Bildung von 
Chlorambucil induzierten DNA-Strangbrüchen. A) DNA-Strangbruchkinetik von Normal-
Lymphozyten unter Chlorambucil-Behandlung (50 µM). B) DNA-Strangbruchkinetik von Normal-
Lymphozyten unter kombinierter Chlorambucil- und Methoxyamin-Behandlung (5 mM). 
 
 
Im Gegensatz dazu konnte durch die Modulation der Nukleotid-Exzisions-Reparatur 
durch Fludarabin ein dramatischer Anstieg der Strangbruchraten im Comet Assay 
gezeigt werden (Abb. 23). 
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Abb. 23: Akkumulation von Chlorambucil induzierten DNA-Strangbrüchen durch Modulation 
des NER-Reparaturweges. A) DNA-Strangbruchkinetik von Normal-Lymphozyten unter 
Chlorambucil-Behandlung (50 µM) bzw. unter kombinierter CLB- und Fludarabin-Behandlung             
(1 µg/ml). B) Strangbruchraten von Normal-Lymphozyten nach 2 h unter CLB- bzw. unter kombinierter 
CLB- und Fludarabin-Behandlung. 
 
 
Während das Maximum der Strangbrüche unter alleiniger Chlorambucil-Behandlung 
wie in Abb. 19 nach zwei Stunden erreicht wurde und ab diesem Zeitpunkt das 
Wiederverschließen der Reparaturlücken vorherrschte, wurde dieser Schritt unter 
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Fludarabin offenbar vollständig inhibiert (Abb. 23A). Die Blockierung der DNA-
Polymerasen δ und ε, die für das Wiederauffüllen der während vorausgegangener 
NER-Schritte entstandenen Einzelstranglücken in der DNA verantwortlich sind, führte 
zu einer dauerhaften und bis zu 24 Stunden ansteigenden Akkumulation von nicht 
geschlossenen DNA-Strangbrüchen. Zum Zeitpunkt des OTM-Maximums nach zwei 
Stunden der CLB-Behandlung erhöhte die zusätzliche Fludarabin-Exposition die 
Anzahl der Strangbrüche um mehr als das Doppelte (Abb. 23B). Fludarabin alleine 
bewirkte unter diesen experimentellen Bedingungen keine Zunahme von 
Strangbrüchen gegenüber der unbehandelten Kontrolle. 
 
 
3.4.3 Relevanz der Chlorambucil induzierten DNA-Strangbrüche für die 
Induktion der Apoptose in normalen Lymphozyten 
 
Im folgenden Abschnitt wurden die Induktion der Apoptose nach Chlorambucil-
Behandlung normaler humaner Lymphozyten sowie die Auswirkung verschiedener 
DNA-Reparatur modifizierender Substanzen auf die Apoptoseinduktion nach CLB 
untersucht. Dazu wurde der „Annexin-V-Assay“ (Koopman et al., 1994; van Engeland 
et al., 1998) verwendet. 
Die Apoptose ist eine Form des programmierten Zelltods, die u. a. durch eine Reihe 
morphologischer Veränderungen der Zelle charakterisiert ist. Dabei gehören 
Veränderungen der Zelloberfläche und der Plasmamembran zu den frühesten 
Ereignissen in apoptotischen Zellen. So wird das in intakten Zellen ins Zellinnere 
gerichtete Phospholipid Phosphatidylserin (PS) in die äußere Schicht der 
Plasmamembran verlagert, so dass auf der Außenseite der Membran exponiertes PS 
ein Kennzeichen früher Apoptose darstellt. Dieses exponierte PS wird mit hoher 
Affinität von dem Ca2+ abhängigen Phospholipid bindenden Protein Annexin V 
gebunden, das über eine FITC-Fluoreszenzmarkierung im Durchfluss-Zytometer 
quantifiziert werden kann (Koopman et al., 1994; Ormerod, 2001). Da die 
Verlagerung von PS auch während nekrotischer Prozesse auftritt, dabei aber 
gleichzeitig die Plasmamembran geschädigt wird, wird Annexin V üblicherweise mit 
einem Lebendfarbstoff wie beispielsweise Propidium Iodid (PI) kombiniert. Auf diese 
Weise lassen sich apoptotische (Annexin V positiv, PI negativ) von toten Zellen 
(Annexin V positiv, PI positiv) unterscheiden. 
                                                                                                                ERGEBNISSE 
63 
Für den Nachweis apoptotischer Prozesse wurden normale Lymphozyten für 24 
Stunden mit ansteigenden Chlorambucil-Konzentrationen behandelt und 
anschließend jeweils etwa 1x104 Zellen durchflusszytometrisch ausgewertet. Dabei 
wurde ab einer CLB-Konzentration von 20 µM ein leichter Anstieg von Annexin V 
positiven und PI negativen, apoptotischen Zellen festgestellt (Abb. 24A). Der Anteil 
an bereits toten, Annexin V und PI doppelt positiven Zellen war dabei jeweils mit dem 
der unbehandelten Kontrollen vergleichbar. 
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Abb. 24: Induktion und Modulation apoptotischer Prozesse nach Chlorambucil-Behandlung in 
normalen Lymphozyten. A) Ficoll gereinigte Lymphozyten eines gesunden Spenders wurden für    
24 h mit ansteigenden CLB-Konzentrationen behandelt und der Anteil der apoptotischen Zellen 
anschließend im Annexin V-Assay bestimmt (n=4; +/-SEM). Ficoll gereinigte Lymphozyten eines 
gesunden Spenders wurden für 24 h mit ansteigenden CLB-Konzentrationen allein bzw. in 
Kombination mit B) dem NHEJ-Inhibitor NU7026 (10 µM), C) dem BER-Inhibitor Methoxyamin (5 mM) 
bzw. D) dem NER-Inhibitor Fludarabin (1 µg/ml) behandelt und der Anteil der apoptotischen Zellen 
anschließend im Annexin-V-Assay bestimmt. 
 
 
Durch den Einsatz von DNA-Reparaturmodulatoren konnte der Beitrag von nicht 
reparierten DNA-Läsionen und der Einfluss bestimmter DNA-Reparaturwege zur 
                                                                                                                ERGEBNISSE 
64 
Apoptose-Induktion nach Chlorambucil-Behandlung von normalen Lymphozyten 
gezeigt werden. 
Bereits einzelne DNA-Doppelstrangbrüche reichen aus, um in einer Zelle den 
programmierten Zelltod einzuleiten. Diese Doppelstrangbrüche wiederum werden in 
ruhenden, nicht replizierenden Zellen vornehmlich durch das „Non-Homologous End-
Joining“ DNA-Doppelstrangbruch-Reparatursystem um die DNA abhängige 
Proteinkinase beseitigt (Takata et al., 1998; s. 1.2, Abb. 2). Im Gegensatz zu DNA-
PK defizienten Zelllinien konnten DNA-PK profiziente Zellen in G0 durch den Einsatz 
des DNA-PK Inhibitors NU7026 (10 µM) gegenüber strahlungsinduzierten DNA-
Doppelstrangbrüchen sensitiviert werden (Veuger et al., 2003). 
Um einen möglichen Beitrag von DNA-Doppelstrangbrüchen zur Chlorambucil 
induzierten Apoptose zu überprüfen, wurden normale primäre Lymphozyten für 24 
Stunden mit Chlorambucil allein oder in Kombination mit NU7026 inkubiert. Dabei 
wurde kein Einfluss von NU7026 auf die Chlorambucil induzierte Apoptose 
festgestellt. Im Gegenteil konnte auch bei Einsatz von 20 µM NU7026 nur die 
bekannte Abhängigkeit der Apoptoserate von der eingesetzten CLB-Konzentration 
beobachtet werden (Abb. 24B). Diese Beobachtungen stimmten mit den Ergebnissen 
aus den Assays zur Detektion von möglichen DNA-Doppelstrangbrüchen nach 
Chlorambucil-Behandlung überein (s. 3.4.2, Abb. 21). 
Auch die Inhibierung der Basen-Exzisions-Reparatur und die damit verbundene 
mögliche Akkumulation von BER-Substraten nach Chlorambucil führte nicht zu einer 
erhöhten Apoptoserate nach kombinierter CLB- und Methoxyamingabe (Abb. 24C). 
Kombinierte man jedoch die Chlorambucil-Behandlung normaler Lymphozyten mit 
Fludarabin (1 µg/ml), so führte die Blockierung der Nukleotid-Exzisions-Reparatur 
bereits bei einer 10fach geringeren CLB-Dosis (5 µM) zu einer Verdopplung der 
Apoptoserate (Abb. 24D). Dieser synergistische Effekt setzte sich mit zunehmender 
CLB-Konzentration fort. Daraus konnte geschlossen werden, dass die im Comet 
Assay beobachtete Akkumulation von sekundären, Reparatur induzierten DNA-
Einzelstrangbrüchen nach Chlorambucil und Fludarabin als Signal zur Einleitung der 
Apoptose dient. Dementsprechend scheinen die durch CLB induzierten DNA-
Addukte hauptsächlich Substrat der NER zu sein. 
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4. Diskussion 
 
Die Entwicklung von Resistenzen gegen unterschiedlich wirkende antineoplastische 
Chemotherapeutika stellt nach wie vor das größte klinische Problem bei der 
Behandlung von malignen Tumorerkrankungen dar. Die der Resistenz zugrunde 
liegenden zellulären, pharmakokinetischen oder auch systemischen Mechanismen 
sind mindestens ebenso vielfältig wie die Ansatzpunkte der jeweilig verwendeten 
Substanzklasse selbst. In dieser Arbeit wurde die Chronische Lymphatische 
Leukämie als Modell zur Untersuchung von möglichen Resistenzmechanismen 
verwendet. Auch im Lauf der zytoreduktiven Behandlung der CLL mit alkylierenden 
Substanzen wie Chlorambucil oder Cyclophosphamid treten bei allen Patienten 
früher oder später Resistenzen auf, die eine weitere effektive Behandlung dieser 
Erkrankung mit den bisher erfolgreich eingesetzten Medikamenten unmöglich 
machen. 
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Abb. 25: „Traditioneller“ Behandlungsverlauf eines CLL-Patienten mit guter Prognose. Nach 
dem Anstieg der peripheren Lymphozytenzahlen auf über 8x104/µl wurde der Patient im September 
2001 behandlungspflichtig; nach mehreren Behandlungszyklen mit CLB und gutem Ansprechen auf 
die Therapie stabilisierte sich die periphere Lymphozytenzahl für etwa drei Jahre auf normalem 
Niveau (2-5x103 Zellen/µl), bevor im Januar 2005 u. a. ein beginnender Anstieg der 
Lymphozytenzahlen eine weitere Behandlungsrunde mit CLB erforderte, auf die wieder eine bis heute 
andauernde Remission folgte. Eine Resistenz gegen CLB konnte bisher bei diesem relativ „gutartigen“ 
Verlauf nicht beobachtet werden; bei einem Nicht-Ansprechen auf CLB in der Zukunft werden 
allerdings vermutlich alternative Chemotherapien notwendig werden.  
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Andererseits erfordert das Auftreten einer Resistenz gegen die bisherige Medikation 
die Verfügbarkeit von alternativen Behandlungsmöglichkeiten, deren Wirkungsweise 
sich logischerweise von der bisherigen Therapie, die zur Resistenzentwicklung 
geführt hat, unterscheiden sollte. Dieses klinische Prinzip ist bei der CLL, außerhalb 
von Studien, bisher standardmäßig in der Erstbehandlung der Erkrankung mit dem 
wirksamen und dabei sehr gut verträglichen Chlorambucil verwirklicht, das bei den 
meisten Patienten oft über viele Jahre sehr effektiv (Abb. 25) eingesetzt wird. Nach 
dem Versagen der CLB-Behandlung folgt in den meisten Fällen eine Sekundär-
Therapie mit dem Nukleotid-Analogen Fludarabin, die ebenfalls zuverlässig zu 
teilweise lang anhaltenden Remissionen führt. Auch gegenüber Fludarabin entwickelt 
sich jedoch mit der Zeit eine Resistenz, die dann zu einer immer aggressiveren und 
schwer zu kontrollierenden CLL mit wenigen verbleibenden Therapieoptionen (wie 
z.B. neue auf Antikörpern basierende Behandlungsstrategien) führt. 
 
 
4.1 Das differenzierte DNA-Reparaturverhalten von Therapie resistenten CLL-
Lymphozyten ist nicht auf eine einfache Veränderung im Genexpressionsprofil 
von distinkten DNA-Reparaturwegen zurückzuführen 
 
Als Ursache der Resistenz gegen antineoplastische Tumortherapien werden 
verschiedene Mechanismen diskutiert. Ein möglicher Mechanismus für eine 
Resistenz gegenüber DNA reaktiven Substanzen ist die oft im Behandlungsverlauf 
erworbene Fähigkeit der malignen Zellen, die Therapie induzierten DNA-
Modifikationen mit Hilfe von verschiedenen DNA-Reparatursystemen effektiver zu 
entfernen und so der Apoptose zu entgehen. Für die mononukleäre Zellfraktion von 
Therapie resistenten CLL-Patienten wurde bereits in früheren Arbeiten der 
Arbeitsgruppe eine gute Korrelation zwischen der DNA-Reparaturkapazität und der 
Chemosensitivität dieser Zellen in vitro sowie dem klinischen Ansprechen der CLL 
auf die Behandlung mit alkylierenden Substanzen in vivo beschrieben (Müller et al., 
1994; Müller et al., 1997; Buschfort et al., 1997).  
In der vorliegenden Arbeit sollten mögliche molekulare Determinanten für diese 
Korrelation identifiziert werden. Aufgrund der hohen Komplexität des „DNA damage 
response“-Netzwerks mit über 800 beteiligten Genen, das DNA-Reparatursysteme 
mit Apoptose-Signalkaskaden und Zellzyklus regulierenden Systemen verknüpft, 
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wurde in einem ersten Schritt das Transkriptom dieses Netzwerkes bei sensitiven 
und resistenten CLL-Lymphozyten mit Hilfe von Microarrays untersucht. 
Die durch Ficoll-Aufreinigung aus dem peripheren Blut gewonnene mononukleäre 
Zellfraktion besteht bei gesunden Spendern zu 70-80 % aus T-Lymhozyten. Bei B-
CLL-Patienten hingegen enthält diese Fraktion je nach klinischen Status entweder 
deutlich erhöhte Konzentrationen von malignen B-Lymphozyten (bis zu 1,5x105/µl bei 
Erstdiagnose oder im fortgeschrittenen Stadium) oder normale Konzentrationen von 
2-5x103/µl nach erfolgreicher Behandlung. Derartige Schwankungen in der 
Zusammensetzung des peripheren Blutes können sowohl die Ergebnisse der 
empfindlichen Microarray-Analyse verzerren als auch zu Verschiebungen von 
funktionellen Messergebnissen auf Einzelzell-Ebene führen. Daher wurden in dieser 
Arbeit CD19+ Tumorzellen von unbehandelten bzw. Therapie sensitiven und 
Therapie resistenten CLL-Patienten aufgereinigt und von diesen RNA-
Expressionsprofile sowie funktionelle DNA-Reparaturkinetiken erstellt. Auch Therapie 
resistente CD19+ CLL-Lymphozyten zeigten danach die für mononukleäre CLL-
Zellen beschriebene beschleunigte DNA-Reparatur sowie eine hohe interindivuelle 
Varianz der Reparaturkapazität (Müller et al., 1994; Müller et al., 1997; Buschfort et 
al., 1997) (s. 3.2.1, Abb. 4). 
Grundsätzlich können derartige funktionelle Unterschiede auf der koordinierten 
differentiellen Expression von möglichen Schlüsselgenen in inzisionsaktiven 
Reparaturwegen wie der Basen-Exzisions-Reparatur oder der Nukleotid-Exzisions-
Reparatur basieren. So bewirkt beispielsweise eine Überexpression von 
Glykosylasen (BER) oder Endonukleasen (NER) auf der einen Seite das 
beschleunigte Ausschneiden von DNA-Läsionen. Da dies allerdings zu einer 
Akkumulation von sekundären, wiederum zytotoxischen DNA-Strangbrüchen führt 
(Coquerelle et al., 1995; Fishel et al., 2003; Rinne et al., 2004), müssten andererseits 
auch die nachfolgenden Polymerisierungs- und Ligationsschritte beschleunigt 
ablaufen, um die Einleitung der Apoptose zu vermeiden. Demnach wäre auch hier 
eine erhöhte Expression der entsprechenden Polymerase- bzw. Ligase-assoziierten 
Gene und somit eher eine differentielle Expression ganzer Reparaturwege zu 
erwarten. Zu dieser Modellvorstellung passt es, dass die initiale Inzisionsrate zu 
Beginn des Reparaturzeitraumes bei resistenten Zellen im Vergleich zu sensitiven 
Proben in den meisten Fällen höher lag (s. Abb. 4B). Da der zur DNA-Alkylierung 
verwendete Nitrosoharnstoff ENU weder metabolisiert noch der zelluläre ENU-Gehalt 
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durch Import- oder Exportmechanismen moduliert wird, waren diese vermehrten 
initialen Einschnitte vermutlich nicht auf eine erhöhte primäre Adduktbildung 
zurückzuführen. Eine schnelle Prozessierung dieser initialen Einschnitte konnte 
außerdem an der vergleichsweise schnelleren Abnahme der Reparatur induzierten 
Strangbrüche abgelesen werden (s. Abb. 4B). Diese Unterschiede im funktionellen 
Reparaturphänotyp von resistenten CD19+ CLL-Lymphozyten spiegelten sich jedoch 
nicht in einer differentiellen Expression von Genen distinkter Reparaturwege wider, 
deren Aktivität im Comet Assay gemessen werden konnte. Stattdessen wurden 
einzelne mit DNA-Reparatur assoziierte Gene differentiell exprimiert, deren 
Genprodukte selbst keinerlei Inzisionaktivität besitzen und die nach heutigem 
Kenntnisstand nicht regulierend auf inzisionsaktive Reparaturschritte einwirken. So 
spielt beispielsweise rad51, das orthologe Gen zum bakteriellen recA, eine zentrale 
Rolle bei der Homologen Rekombination und bei der Homologen 
Rekombinationsreparatur von Doppelstrangbrüchen. Bis heute sind bei Säugetieren 
sieben rad51 paraloge Gene bekannt, darunter auch rad51l1 und dmc1 mit jeweils 
etwa 20 % bzw. 50 % Übereinstimmung in den Aminosäuresequenzen (Bishop et al., 
1992; Thacker, 1999). Der Ausfall des rad51-Gens führt zum Zelltod, während die 
Paralogen für die zelluläre Überlebensfähigkeit nicht essentiell sind (Kawabata et al., 
2005). Ihr Ausfall resultiert aber in einer Häufung von spontanen chromosomalen 
Aberrationen (Takata et al., 2000) sowie in einer Sensitivierung gegenüber Cisplatin 
und Camptothecin (Yonetani et al., 2005). Rad51l1 und dmc1 wurden in 
Chemotherapie resistenten CLL-Lymphozyten im Vergleich zu den sensitiven Zellen 
hingegen schwächer exprimiert (s. Abb. 11C). Da es sich bei den CLL-Zellen 
außerdem um nicht proliferierende Zellen in G0/G1 handelt, die für die Reparatur von 
Doppelstrangbrüchen den RAD51 unabhängigen NHEJ-Reparaturweg benutzen  
(Takata et al., 1998; s. Abb. 2), steht nach einer Validierung der Ergebnisse durch 
Untersuchung weiterer Proben eine von der HR-Reparatur unabhängige Funktion 
von RAD51L1/DMC1 zur Diskussion. 
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4.2 Die DNA-Reparaturkapazität individueller CLL-Proben spiegelt sich in der 
differentiellen Genexpression distinkter Reparaturwege wider 
 
Die fehlende allgemeine Korrelation zwischen der funktionellen DNA-Reparatur und 
dem Expressionsmuster von DNA-Reparaturgenen in sensitiven versus resistenten 
CLL-Lymphozyten kann verschiedene Ursachen haben. So ist eine veränderte 
zelluläre DNA-Reparaturkapazität nur eine von mehreren Möglichkeiten einer 
Tumorzelle, eine klinische Resistenz zu entwickeln (s. 1.1). Dies ist eine mögliche 
Erklärung für die hohen interindividuellen Unterschiede in der globalen funktionellen 
Reparaturleistung (s. Abb. 4). Um den Einfluss von nicht Reparatur bedingten 
Störfaktoren für die Expressionsanalyse zu ermitteln, wurden die Expressionsprofile 
von „DNA damage response“-Genen bei CLL-Proben mit nachgewiesener schneller 
und langsamer Reparaturleistung unabhängig von der jeweiligen zellulären 
Sensitivität verglichen. Dabei wurde keine differentielle Expression von DNA-
Reparaturgenen festgestellt. Dies könnte einerseits bedeuten, dass die 
unterschiedlichen DNA-Reparaturphänotypen nicht auf der Genexpressions-Ebene, 
sondern eher durch posttranskriptionelle Mechanismen reguliert werden.  
Andererseits induziert der verwendete Ethylnitrosoharnstoff ENU ein breites DNA-
Schadensspektrum, das Substrate für mehrere verschiedene DNA-Reparaturwege 
liefert. Daher ist alternativ eine bezüglich der Beteiligung einzelner Reparaturwege 
individuell sehr unterschiedliche Zusammensetzung der ENU provozierten globalen 
Reparaturantwort denkbar. In diesem Fall würde eine differentielle Expression von 
spezifischen DNA-Reparaturwegen, die zur Resistenz beitragen, bei 
Gruppenvergleichen mit hohen individuellen Schwankungen offensichtlich als nicht 
signifikant bewertet. Tatsächlich schwankt die Expression der untersuchten DNA-
Reparaturgene innerhalb der sensitiven CLL-Proben ganz erheblich. Diese 
Schwankungen werden durch die Neugruppierung anhand des funktionellen DNA-
Reparaturphänotyps etwas abgeschwächt, wobei die Expressionshöhe einzelner 
Gene innerhalb der Proben mit langsamer Reparaturcharakteristik immer noch über 
70fach variieren kann. Derartig individuelle Schwankungen können bewirken, dass 
bei Gruppenvergleichen anhand des Mittelwertes ein Faktor 1,5 als Kriterium für 
differentiell exprimierte Gene unter Umständen nicht erreicht werden kann. 
Unter Berücksichtigung dieser Beobachtungen konnte so bei der Auswertung 
individueller Proben ein positiver Zusammenhang zwischen der relativen Aktivität der 
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Nukleotid-Exzisions-Reparatur und der relativen Expressionshöhe mehrerer wichtiger 
NER-Gene festgestellt werden (s. 3.3.3, Abb.17). 
RPA („Replication Protein A“) ist ein Protein, das an einzelsträngige DNA-Abschnitte 
bindet. Es besteht aus drei Untereinheiten von jeweils etwa 14, 32 bzw. 70 kD 
(RPA1, RPA2 bzw. RPA3). RPA spielt bei nahezu allen Vorgängen des zellulären 
DNA-Metabolismus wie z.B. bei der DNA-Replikation oder bei DNA-
Reparaturprozessen eine wichtige Rolle (Christmann et al., 2003; Sancar et al., 
2004). Dabei besitzt es ein weites Spektrum von Interaktionspartnern. Zusammen mit 
XPA ist es vermutlich für den Aufbau des Reparaturkomplexes im Rahmen der 
Nukleotid-Exzisions-Reparatur verantwortlich (He et al., 1995; Burns et al., 1996; 
Costa et al., 2003; Thoma und Vasquez, 2003). Die Stabilisierung dieses Komplexes 
durch die RPA/XPA-Bindung ist ein möglicher Geschwindigkeits-bestimmender 
Schritt innerhalb der NER. Daher könnte eine konstitutiv hohe RNA-Expression der 
betreffenden Gene zu einem effektiveren Ablauf der NER in individuellen CLL-
Proben führen. Da RPA außerdem auch an der Positionierung der Endonukleasen 
XPG und XPF-ERCC1 an der Schadensstelle beteiligt ist (Matsunaga et al., 1996; de 
Laat et al., 1998), könnte zusätzlich die Inzisionsreaktion an der beschädigten DNA 
beschleunigt ablaufen. Dies birgt allerdings die oben bereits beschriebene Gefahr 
der Akkumulation von potenziell zytotoxischen DNA-Strangbrüchen, falls diese nicht 
ausreichend schnell wieder verschlossen werden. An dieser Stelle könnte die 
erhöhte Expression von rfc5 in resistenten CLL-Tumorzellproben (s. Abb. 11C) eine 
Rolle spielen. RFC5 ist eine Untereinheit des heteropentameren „Replication Factor 
C“ (RFC)-Proteinkomplexes, der für die Beladung der DNA mit dem PCNA-Protein 
verantwortlich ist (Majka und Burgers, 2004). DNA gebundenes PCNA wiederum 
organisiert verschiedene weitere Proteine während der Replikation und diverser 
DNA-Reparaturprozesse (NER, BER). Zusammen mit der individuellen differentiellen 
Expression von PCNA in CLL-Lymphozyten mit erhöhter NER-Aktivität (s. Abb. 17) 
ist eine effizientere Polymerisierungsreaktion durch die DNA-Polymerasen δ/ε 
denkbar (del Giglio et al., 1993). 
Auch in der retrospektiven Genexpressionsanalyse der mononukleären Zellen von 
Therapie resistenten CLL-Patienten wurden rpa3 und xpa als erhöht exprimiert 
gefunden (s. 3.3.2.1, Abb. 9). Obwohl es sich bei dieser Analyse wiederum um einen 
Gruppenvergleich anhand von Expressionsmittelwerten handelte, unterstreicht doch 
gerade die angedeutet (d.h. nur knapp oberhalb der gewählten Signifikanzgrenze 
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liegende) erhöhte Expression dieser Gene in der resistenten Gruppe die Bedeutung 
der jeweiligen Gruppenzusammenstellung bei der Bewertung von interindividuellen 
Expressionsunterschieden. 
Kombiniert man die in den individuellen Patientenanalysen beobachteten Befunde 
einer Korrelation von funktioneller Nutzung und der erhöhten RNA-Expression von 
zentralen Komponenten des NER-Weges mit den Ergebnissen der retrospektiven 
Genexpressionsanalyse, so weist die differentielle Expression von ercc6 (csb), eines 
für die Transkriptions-gekoppelte Reparatur entscheidenden Gens (s. 1.2, Abb. 1), 
auf eine mögliche differentielle Nutzung dieses NER-Zweiges in einigen resistenten 
CLL-Tumorzellproben hin. Dies stellt gerade für nicht replizierende Zellen wie die 
untersuchten peripheren Lymphozyten eine effektive Möglichkeit dar, DNA-Schäden 
in aktiven und damit für das Zellüberleben essentiellen Abschnitten des Genoms zu 
reparieren. Damit verschaffen sich die resistenten Zellen einen selektiven 
Überlebensvorteil gegenüber sensitiven Zellen, in denen ein nicht oder nur sehr 
ineffektiv reparierter Transkriptionsblock durch DNA-Läsionen entweder zu einer 
kurzfristigen Aktivierung apoptotischer Signalkaskaden oder mittelfristig zu einer 
Depletion von wichtigen Haushaltsproteinen führen würde. Da die untersuchten 
peripheren CLL-Lymphozyten in der Regel nicht replizieren und somit ihre genetische 
Information nicht mehr weitergeben, wäre eine differentielle Regulation von DNA-
Reparatursystemen, die für die Integrität des gesamten, auch untranskribierten 
Genoms verantwortlich ist, für die Entwicklung einer Chemotherapie-Resistenz 
vermutlich zweitrangig. 
 
 
4.3 Differentiell exprimierte „DNA damage response“-Gene interagieren in 
distinkten Signaltransduktionswegen 
 
Die RNA-Expressionsanalyse der in dieser Arbeit untersuchten CD19+ CLL-Proben 
ergab insgesamt über 1000 differentiell exprimierte Gene von zum größten Teil noch 
unbekannter Bedeutung für die Resistenzentwicklung bei der CLL. In einem ersten 
Versuch zur systematischen Gruppierung und Einordnung dieser großen Zahl 
identifizierter Gene konnte in einer „Gene Ontology“-Analyse keine signifikante 
Anreicherung der als differentiell exprimiert gefundenen Gene in definierten 
biologischen Prozessen nachgewiesen werden (s. 3.3.2.2). In einem weiteren Ansatz 
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wurden jedoch mit Hilfe der „Pathway Architect“-Software alternativ 30 von 60 
differentiell exprimierten „DNA damage response“-Genen (bzw. deren Genprodukte) 
in einem so genannten „Relevance Interaction Network“ (RIN) auf verschiedenen 
Ebenen miteinander verknüpft.  
 
 
Abb. 26: „Relevance Interaction Network“. Dreißig zwischen sensitiven und resistenten CD19+ 
Tumorzellproben differentiell exprimierte „DNA damage response“-Gene (bzw. deren Genprodukte; 
blau umrandet) wurden unter Hinzufügen der MAPK14 (p38; nicht umrandet) auf verschiedenen 
Interaktionsebenen miteinander verknüpft (■ Regulation, positiv ⊕ / negativ Θ; ■ Expression;              
■ Bindung; ● Protein-Modifikation; ▲ Transport; ♦ Metabolismus) 
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In einem RIN wird die Relevanz der Interaktionen der eingelesenen Faktoren durch 
Hinzufügen von Faktoren, die nicht in der Liste der ursprünglichen Quelldaten (hier: 
der differentiell exprimierten Gene) vorhanden waren, erhöht. Im vorliegenden Fall 
werden so durch das alleinige Hinzufügen der Mitogen aktivierten Protein-Kinase p38 
(MAPK14) viele der differentiell exprimierten Gene (Genprodukte) durch 
Interaktionen wie transkriptionelle Regulation, Bindung auf Proteinebene oder 
Protein-Modifikationen miteinander verbunden (Abb. 26). 
MAP-Kinasen bilden den Integrationspunkt für verschiedenste biochemische Signale. 
Sie sind an einer ganzen Reihe von zellulären Prozessen wie Proliferation, 
Differenzierung, Transkriptionsregulation oder Apoptose beteiligt (Chen et al., 2001). 
p38 wird über mehrstufige Kinasekaskaden induziert, ausgelöst durch Zytokine oder 
Stressfaktoren aus der Umwelt. Alternativ führt eine DNA-Schädigung z.B. durch 
Alkylanzien oder UV-Licht zu erhöhten Transkriptmengen von Mitgliedern der 
GADD45-Familie (Growth Arrest and DNA-Damage inducible), die wiederum die 
Aktivierung der p38-Signalkaskade sowie die Einleitung der Apoptose vermitteln 
(Takekawa und Saito, 1998; Hollander et al., 1999). Die GADD45-Gruppe besteht 
aus den drei Genen gadd45a, gadd45b und gadd45g mit etwa 57 % 
Sequenzhomologie. Gadd45b wurde in resistenten CLL-Lymphozyten konsistent 
geringer exprimiert als in entsprechenden sensitiven Zellen (s. Abb. 11A). Dies 
könnte zu einer verminderten Aktivierung des p38-Weges und damit zu einer 
Apoptoseresistenz dieser Zellen beitragen. Auf der anderen Seite wird die Funktion 
von GADD45 (A, B, G) kontrovers diskutiert. So ist gadd45a das einzige Gen der 
Gruppe, das von p53 aktiviert werden kann (Hollander et al., 1993; Zhan, 2005). 
Mäuse, denen GADD45A als Signalgeber fehlt, sind deutlich anfälliger für 
Strahlungs- und Zytostatika induzierte Tumoren, während die Überexpression von 
gadd45a zu einer gesteigerten DNA-Reparatur führt (Hildesheim und Fornace, Jr., 
2002). Des Weiteren wurde bei Leberzell-Karzinomen eine spezifische, konstitutiv 
geringere gadd45b-Genexpression im Vergleich zum Normalgewebe und zu anderen 
Tumorentitäten wie Darm-, Brust- und Prostata-Krebs sowie Lymphomen gefunden 
(Qiu et al., 2003). In normalen B-Lymphozyten führte eine CD40 induzierte 
Expression von GADD45B zu einer Unterdrückung der Fas vermittelten Apoptose 
(Zazzeroni et al., 2003). 
Auf der anderen Seite ist STAT1 (Signal Transducer and Activator of Transcription 1) 
ein integraler Bestandteil des JAK/STAT-Signaltransduktionsweges: Über aktivierte 
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Zytokin- oder Hormonrezeptoren werden Janus-Kinasen (JAKs) induziert, die 
wiederum eine Gruppe von genregulatorischen Proteinen wie die STATs 
phosphorylieren. Diese so aktivierten Transkriptionsfaktoren stimulieren die 
Transkription ihrer Zielgene. Die stat1-Expression ist in Therapie resistenten CLL-
Lymphozyten im Vergleich zu den sensitiven Zellproben sowohl in den 
mononukleären Zellproben (s. 3.3.2.1) als auch in den angereicherten CD19+          
B-Lymphozyten (s. Abb. 11B) konsistent erhöht. Diese Beobachtung steht im 
Gegensatz zu den Ergebnissen bei Strahlungs-resistenten CLL-Zellen, in denen eine 
vergleichsweise geringere stat1-Genexpression gefunden wurde (Vallat et al., 2003). 
Konstitutive STAT1-Proteinaktivierung scheint hingegen bei vielen malignen 
Erkrankungen, vor allem bei akuten und chronischen Leukämien, gegeben zu sein 
(Lin et al., 2000). So werden beispielsweise in B-CLL-Zellen Apoptoseprozesse 
infolge einer Blockierung der STAT1-Aktivierung durch Janus-Kinaseinhibitoren 
induziert (Martinez-Lostao et al., 2005). In Docetaxel resistenten Prostatatumor-
Zellen konnte in Übereinstimmung mit den Daten dieser Arbeit eine erhöhte stat1-
Genexpression nachgewiesen werden, die in einer entsprechenden Überexpression 
von (aktiviertem) Protein resultierte, während eine Inhibierung der STAT1-Expression 
mittels siRNA zu einer Re-Sensitivierung der resistenten Zellen führte (Patterson et 
al., 2006). 
Diese Beispiele verdeutlichen, dass der in dieser Arbeit erstellte Expressions-
Datensatz noch eine Vielzahl von Möglichkeiten, auch unabhängig von DNA-
Reparaturaspekten, für weiteres „data mining“ sowie nachfolgende Validierung und 
Untersuchung der differentiell exprimierten Gene bezüglich ihrer Relevanz für die 
Resistenzentwicklung bei der CLL eröffnet. 
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4.4 Phase I und II metabolisierende Enzyme werden in Therapie resistenten 
CLL-Lymphozyten weniger stark exprimiert 
 
In der differentiellen Genexpressionsanalyse der CD19+ Tumorzell-Proben von 
unbehandelten bzw. Therapie sensitiven und Therapie resistenten CLL-Patienten 
befanden sich unter den 1040 differentiell exprimierten Genen auch solche, die für 
Phase I und II metabolisierende Enzyme (s. 1.1) sowie für Transportproteine 
codieren (Abb. 27), die als alternative Mediatoren zur Entstehung von 
Chemotherapie-Resistenzen beitragen können. 
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Abb. 27: Differentiell exprimierte Gene von Phase I / II metabolisierenden Enzymen bei 24 
CD19+ CLL-Tumorzellproben. Die cDNA von dreizehn sensitiven bzw. elf resistenten CD19+ CLL-
Tumorzellproben wurde auf Affymetrix HG-U133A-Microarrays hybridisiert, die Signalintensitäten mit 
der RMAexpress-Software erfasst und mit dem SAM-Test statistisch ausgewertet. Kriterium für 
differentiell exprimierte Gene: FDR q < 25 %, Relative Expressionsänderung ≤ 0,67 bzw. ≥ 1,5. 
 
 
Die Untergruppen CYP1, CYP2 und CYP3 beinhalten die wichtigsten Mitglieder der 
Cytochrom-P450-Famile (Michael und Doherty, 2005). In Untersuchungen an 
humanen lymphoiden und myeloid-leukämischen Zelllinien wurde eine hohe 
Expression von cyp1b1 sowie anderen Mitgliedern dieser Unterfamilien festgestellt 
(Nagai et al., 2002). Außerdem konnte die Expression von CYP1B1 im Gegensatz zu 
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Normalgewebe in einer ganzen Reihe von primären humanen Tumoren 
immunhistochemisch nachgewiesen werden (Murray et al., 1997). CYP1B1 könnte in 
diesen Fällen für eine tumorspezifische Aktivierung von antineoplastischen 
Substanzen verantwortlich sein: In einer weiteren Studie zur Interaktion von CYP1B1  
mit 12 zytotoxischen Substanzen wurde beispielsweise die Aktivierung von Flutamid 
zu 4-Hydroxyflutamid gezeigt (Rochat et al., 2001). In diesem Zusammenhang 
könnte die beobachtete geringere cyp1b1-Genexpression in Therapie resistenten 
primären CLL-Lymphozyten im Lauf mehrerer Behandlungszyklen einen Tumorzell-
spezifischen CYP-Aktivitätsverlust zur Folge haben und dadurch zur Entwicklung 
einer Resistenz beitragen. Andererseits wurde in Tamoxifen resistenten Brusttumor-
Zelllinien eine erhöhte mRNA-Expression von cyp1b1 beobachtet, die allerdings nicht 
zu einer erhöhten Proteinaktivität führte (Brockdorff et al., 2000). Daher sollte ein 
möglicher Aktivitätsverlust durch transkriptionelle Regulation in resistenten CLL-
Lymphozyten mit zukünftigen funktionellen Untersuchungen auf Proteinebene 
bestätigt werden. 
CYP2D6 hingegen ist als Mitglied der CYP2-Unterfamilie für die Tumorzell-
spezifische Aktivierung von Tamoxifen bei der Behandlung von Brusttumoren 
verantwortlich (Crewe et al., 2002; Patterson und Murray, 2002). Ein weiteres 
Substrat für CYP2D6 ist das in der Therapie der Chronischen Myeloiden Leukämie 
(CML) eingesetzte Imatinib (Lyseng-Williamson und Jarvis, 2001). Da auch bei der 
Behandlung dieser Tumor-Entitäten häufig Resistenzen auftreten, könnte 
dementsprechend die verminderte cyp2d6-Expression in resistenten CLL-
Lymphozyten zur Resistenzentwicklung im Verlauf dieser Erkrankung beitragen. 
Aldehyd-Dehydrogenasen wie ALDH1A1 und ALDH3A1 werden in primären und 
metastasierenden Brusttumoren exprimiert, wo sie zur Detoxifikation bzw. zur 
Inaktivierung von Cyclophosphamid beitragen (Sladek et al., 2002). Die Expression 
von ALDH1A1 ist dabei invers mit der Chemosensitivität des Tumors korreliert 
(Sladek, 1999), so dass die ALDH1A1-Expression als Prognosefaktor für das 
Ansprechen einer Therapie mit Cyclophosphamid genutzt wird. Die Bedeutung der in 
dieser Arbeit gefundenen geringeren Genexpression von aldh3a1 bei Therapie 
resistenten CLL-Lymphozyten ist vor diesem Hintergrund nicht eindeutig zu 
bewerten. 
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4.5 NER induzierte DNA-Einzelstrangbrüche verstärken die Apoptose nach in 
vitro-Behandlung von normalen Lymphozyten mit Chlorambucil 
 
Die genaue Wirkungsweise von CLB ist trotz des langjährigen klinischen Einsatzes 
bisher in weiten Teilen unverstanden. Chlorambucil wird einerseits in der Leber in 
den antineoplastisch aktiven Metaboliten Phenylessigsäure-Lost umgewandelt, 
andererseits unterliegen sowohl Chlorambucil selbst als auch Phenylessigsäure-Lost 
in vivo der spontanen Hydrolyse in inaktive Derivate. 
Die antineoplastische Aktivität von Chlorambucil und seiner Metabolite wird meist auf 
die Chloro-Ethylierung von nukleophilen Zentren zellulärer Makromoleküle wie 
Proteine, RNA und DNA zurückgeführt. Dabei wird CLB aufgrund seiner 
bifunktionellen Eigenschaften häufig als „Crosslinker“ bezeichnet. Als mögliche 
zytotoxische Eigenschaften von CLB kommen u. a. die Bildung von Protein-Protein- 
sowie Protein-DNA-Vernetzungen („Crosslinks“) in Frage. Die antineoplastische 
Wirkung von klassischen, gut untersuchten Crosslinkern wie Mitomycin C, Cisplatin 
oder Melphalan beruht jedoch vorrangig auf der Bildung einer Reihe von DNA-Intra- 
bzw. Interstrang-Verknüpfungen vorrangig an N7 des Guanins. Vermutlich spielen 
CLB induzierte DNA-Schäden nicht zuletzt wegen der großen strukturellen 
Ähnlichkeit von Chlorambucil mit anderen Zytostatika aus der Stickstoff-Lost-Familie 
(z.B. Melphalan, Abb. 28) die wichtigste Rolle für die therapeutische Wirksamkeit des 
Medikaments. 
 
A B
 
Abb. 28: Struktur alkylierender Moleküle vom Stickstoff-Lost Typ. A) Chlorambucil. B) Melphalan. 
Erkennbar sind jeweils die beiden Stickstoff gebundenen reaktiven Chloroethylgruppen. 
 
 
In resistenten CLL-Lymphozyten wurde eine schnellere Abnahme von Melphalan 
induzierten DNA-Interstrang-Vernetzungen beobachtet, während Zellproben von 
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unbehandelten Patienten nach 24 Stunden noch keine Reparatur dieser DNA-
Läsionen zeigten (Panasci et al., 1988; Torres-Garcia et al., 1989). Bis heute ist 
jedoch weder genau bekannt, welches DNA-Adduktspektrum eine Behandlung mit 
CLB hervorruft, noch welche DNA-Reparaturwege tatsächlich an der Entfernung 
dieser Addukte beteiligt sind. 
In dieser Arbeit konnte indirekt gezeigt werden, dass Chlorambucil in primären 
humanen Lymphozyten mit der zellulären DNA interagiert. Schon kurz nach einer 
Exposition wurden DNA-Einzelstrangbrüche induziert, die auf die Inzisions-Aktivität 
der Nukleotid-Exzisions-Reparatur zurückgeführt werden konnten (s. 3.4.2). 
Außerdem wurde nachgewiesen, dass die Akkumulation derartiger sekundärer DNA-
Läsionen zu einer erhöhten Apoptoserate führt (s. 3.4.3). 
Das Auftreten von DNA-Einzelstrangbrüchen nach Chlorambucil-Behandlung ist auf 
verschiedenen Ebenen erklärbar (Abb. 29).  
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Abb. 29: Mögliche Entstehung von NER induzierten DNA-Einzelstrangbrüchen nach 
Chlorambucil-Exposition. Auf jeder der dargestellten Ebenen wird eine Chlorambucil induzierte 
DNA-Modifikation durch die Nukleotid-Exzisions-Reparatur entfernt und die entstandene 
Reparaturlücke durch die Polymerasen δ oder ε aufgefüllt. Jeder dieser Polymerisierungsschritte ist 
durch NER-Inhibitoren blockierbar und führt prinzipiell zu einer Akkumulation von Einzelstrangbrüchen 
und zur Einleitung der Apoptose. 
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Einerseits ist eine schnelle Reaktion einer der beiden funktionellen 
Chloroethylgruppen des CLB beispielsweise an N7 eines Guanins denkbar. Dieses 
primäre Guanin-Monoaddukt könnte bereits als Substrat von Exzisions-
Reparaturprozessen erkannt werden. Andererseits könnte die zweite funktionelle 
Gruppe mit einem weiteren Guanin auf dem gleichen oder dem gegenüber liegenden 
DNA-Strang weiter reagieren. Intrastrang-Verknüpfungen könnten anschließend 
analog zu UV induzierten DNA-Photoprodukten direkt durch NER-Exzision entfernt 
werden. Die Beseitigung von Interstrang-Verknüpfungen hingegen erfordert nach den 
bisherigen Vorstellungen eine koordinierte sequentielle NER-Aktivität, da die 
gleichzeitige Exzision gegenüber liegender, verknüpfter Guanin-Reste in der Bildung 
von hoch toxischen DNA-Doppelstrangbrüchen resultieren würde. 
Bisher konnten DNA-Interstrang-Verknüpfungen nach Chlorambucil-Behandlung von 
primären humanen Lymphozyten nur indirekt gezeigt werden (Hartley et al., 1999); 
die mögliche Bedeutung dieser Läsionen für die Zytotoxizität hingegen wurde nur in 
Experimenten mit Zelllinien analysiert (Sunters et al., 1992). Für andere bifunktionelle 
Zytostatika wie z.B. Cisplatin sind die Reaktionskinetik und die gebildeten 
spezifischen DNA-Addukte sehr viel besser untersucht (Siddik, 2003). Hier folgt der 
schnellen Initialreaktion an einer Guanin-N7-Position eine deutlich langsamere 
Reaktion der zweiten funktionellen Gruppe mit einer benachbarten Base im gleichen 
oder gegenüber liegenden DNA-Strang. Dabei machen die DNA-Interstrang-
Verknüpfungen nur etwa 2 % aller Cisplatin-Addukte aus. Diese Befunde und die 
Ergebnisse dieser Arbeit geben Hinweise darauf, dass bereits die Monoaddukte von 
potenziellen Crosslinkern wie Cisplatin oder Chlorambucil vom Reparatursystem 
erkannt und effizient aus der DNA entfernt werden können. Wenn die dabei 
intermediär entstehenden Einzelstrangbrüche z.B. durch den Einsatz von 
Reparaturmodulatoren wie Fludarabin akkumulieren, können sie ein erhebliches 
zytotoxisches Potenzial aufweisen (Yamauchi et al., 2001; Takagi et al., 2004;          
s. 3.4.3). Die in dieser Arbeit gefundenen experimentellen Befunde schließen jedoch 
eine mögliche Beteiligung von Interstrang-Crosslinks an der Chlorambucil 
vermittelten Toxizität nicht gänzlich aus. 
Bei der Beseitigung von DNA-Interstrang-Verknüpfungen wird häufig die Entstehung 
von DNA-Doppelstrangbrüchen diskutiert. Dabei ist es wichtig, zwischen 
proliferierenden und ruhenden Zellen zu unterscheiden. Während der Replikation 
entstehen fortwährend Einzelstrangbrüche im neu synthetisierten „lagging strand“ an 
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den Okazaki-Fragmenten oder durch die Aktivität der Mismatch-Reparatur an 
Polymerase-Fehlern. An solchen Stellen kann es durch die gleichzeitige Exzision von 
DNA-Läsionen aus dem Parentalstrang zu Doppelstrangbrüchen kommen, 
unabhängig davon, ob es sich dabei um Monoaddukte oder um bereits ausgebildete 
Crosslinks handelt. In nicht proliferierenden Zellen sollten Doppelstrangbrüche an 
DNA-Interstrang-Verknüpfungen nur bei gleichzeitiger Inzision in beide Stränge 
entstehen. 
In dieser Arbeit konnten bei ruhenden, primären Normal-Lymphozyten keine 
Hinweise auf die Entstehung von Doppelstrangbrüchen nach Chlorambucil-
Behandlung gefunden werden. Die Abwesenheit der typischen γH2AX-Foci und die 
fehlende Sensitivierung der Zellen nach Blockierung des NHEJ-Reparaturweges 
unterstreichen, dass es  sich bei den im Comet Assay beobachteten DNA-
Einschnitten höchstwahrscheinlich um Einzelstrangbrüche handelt. Dazu passend 
wiesen die RNA-Expressionsprofile aller NHEJ-Komponenten keine Unterschiede 
zwischen den Tumorzellen von CLB resistenten und sensitiven CLL-Patienten auf. 
Im Gegensatz zu diesen Ergebnissen wurde der CLB resistente Phänotyp mit einer 
erhöhten enzymatischen Aktivität der DNA abhängigen Proteinkinase in CLL-
Lymphozyten korreliert (Muller et al., 1998). Da die DNA-PK zentraler Bestandteil der 
NHEJ-Reparatur für Doppelstrangbrüche ist, impliziert dies ein Auftreten derartiger 
Strangbrüche entweder als direkte Folge der Chlorambucil-Einwirkung oder als 
Reparaturintermediat bei der Crosslink-Reparatur. Ein Auftreten sowie eine verkürzte 
Persistenz von DNA-Doppelstrangbrüchen aufgrund erhöhter DNA-PK-Aktivität 
konnten bisher allerdings nur in Chlorambucil resistenten Zelllinien und nicht in 
primären Lymphozyten gezeigt werden (Boldogh et al., 2003). Des Weiteren konnte 
die zelluläre Resistenz gegen ionisierende Strahlung in CLL-Lymphozyten durch 
Inhibition der DNA-PK-Aktivität mit dem spezifischen Inhibitor NU7026 aufgehoben 
werden (Deriano et al., 2005). Ionisierende Strahlung hat jedoch in der Behandlung 
der CLL keinerlei klinische Relevanz. Außerdem gehen die Autoren dieser Studie 
nicht auf eine mögliche Kreuzresistenz zwischen Bestrahlung und Chlorambucil-
Behandlung bei den untersuchten Patienten ein. Eine Korrelation zwischen der in 
vitro-Sensitivität gegenüber ionisierender Strahlung und gegenüber Chlorambucil 
wird zwar diskutiert, hat sich aber bisher nicht durchgesetzt (Bentley et al., 1995; 
Kivekas et al., 2002). 
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4.6 Ausblick 
 
In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass die Nukleotid-Exzisions-Reparatur 
einen erheblichen Beitag zum funktionellen Reparaturphänotyp von CLL-
Lymphozyten liefert. Die DNA reaktive Substanz ENU eignete sich aufgrund des 
breiten Schadensspektrums einerseits sehr gut, um erste modellhafte Einblicke in die 
Gesamt-Reparaturkapazität von bestimmten Zelltypen zu erlangen. Der individuelle 
Beitrag einzelner DNA-Reparaturwege zu dieser zellulären Reparaturantwort konnte 
dabei durch den gezielten Einsatz spezifischer Inhibitoren genauer bestimmt werden. 
Andererseits jedoch hat ENU bei der Behandlung der CLL keine klinische Relevanz. 
Auf der Basis der Ergebnisse dieser Arbeit kann in zukünftigen Studien gezielt der 
Einfluss der Reparaturkapazität von CLL-Lymphozyten nach ex vivo-Exposition 
gegen das klinisch eingesetzte Chlorambucil im Comet Assay untersucht werden. 
Dabei ist es besonders interessant zu erfahren, ob CLL-Zellen nach Chlorambucil-
Exposition den gleichen Verlauf der DNA-Strangbruchinduktion und -prozessierung 
aufweisen wie die hier untersuchten Normal-Lymphozyten. Erste Untersuchungen an 
einer begrenzten Zahl von CLL-Proben deuteten auf eine in beiden Zelltypen ähnlich 
verlaufende zelluläre Reparaturreaktion hin (Abb. 30A). Die Blockierung der 
Nukleotid-Exzision durch Fludarabin führte auch bei den Tumorzellen zu einer 
Akkumulation von DNA-Einzelstrangbrüchen (Abb. 30A) und zu einer erhöhten 
Apoptoserate (Abb. 30B).  
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Abb. 30: Reaktion von CLL-Lymphozyten auf in vitro-Exposition gegen Chlorambucil. A) Ficoll gereinigte 
CLL-Lymphozyten wurden in RPMI1640-Medium mit 50 µM CLB behandelt. Zu den angegebenen 
Zeitpunkten wurden Zell-Aliquots entnommen und die Strangbruchraten im Comet Assay ermittelt.    
B) CLL-Lymphozyten wurden für 24 h mit ansteigenden CLB-Konzentrationen allein bzw. in 
Kombination mit Fludarabin (1 µg/ml) behandelt und der Anteil der apoptotischen Zellen anschließend 
im Annexin-V-Assay bestimmt. 
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Durch die serielle Analyse von klinisch gut charakterisierten CLL-Proben kann so der 
Zusammenhang zwischen DNA-Strangbruchprozessierung und der 
Apoptoseinduktion nach CLB-Behandlung in vitro unter spezieller Berücksichtigung 
des Einflusses der Nukleotid-Exzisions-Reparatur auf die klinische Resistenz von 
CD19+ CLL-Tumorzellen untersucht werden. Außerdem könnte bei einer derartigen 
Längsschnitt-Analyse die in dieser Arbeit gefundene Korrelation zwischen der RNA-
Expression von NER-Schlüsselgenen und dem funktionellen NER-Beitrag zur 
Reparatur von CLB induzierten DNA-Schäden beispielsweise mit sensitiven RT-
PCR-Verfahren analysiert werden. Auf diese Weise ließe sich die Relevanz einer 
differentiellen Genexpression für die Entwicklung einer Chemotherapie-Resistenz 
genauer belegen. Weiterhin sollte geprüft werden, ob sich eine individuell erhöhte 
RNA-Expression dieser Gene auch in einer entsprechend erhöhten Proteinmenge in 
den CLL-Zellen widerspiegelt. 
Zur weiteren Charakterisierung der Chlorambucil induzierten DNA-Addukte bzw. der 
Reparaturwege, die an der Beseitigung dieser Läsionen beteiligt sind, bieten sich 
Reparatur defiziente Mausstämme an. So könnte beispielsweise durch 
entsprechende Messungen an Lymphozyten von NER defizienten XPA- oder XPC-
„knockout“-Mäusen die Bedeutung dieser Reparaturfunktion für die Prozessierung 
von Chlorambucil-Addukten im Vergleich zu Wildtyp-Mäusen weiter untermauert 
werden.  
Ein weiterer methodischer Ansatz zur Analyse von Genexpressionsdaten aus 
Microarray-Experimenten ist die Identifizierung von Gruppen ko-regulierter 
(Reparatur)-Gene in definierten Zellpopulationen. Dazu kann mit Hilfe so genannter 
„Clustering“-Algorithmen ein allgemeines Regulationsmuster interessanter Gene 
beispielsweise für normale B-Lymphozyten etabliert werden, das Aufschluss über die 
Wechselwirkungen bei der Expression dieser Gene gibt. In der Folge ließe sich dann 
die Integrität der entsprechenden Expressionsmuster sowohl von CLL-Lymphozyten 
im Allgemeinen als auch von Chemotherapie resistenten im Vergleich zu Therapie 
sensitiven Zellen analysieren. Mit solchen biomathematischen Verfahren könnten 
gegebenenfalls weitere interessante regulatorische Wechselwirkungen mit Genen 
ganz anderer, ebenfalls für die zelluläre Chemosensitivität bedeutsamer 
Funktionsbereiche, wie beispielsweise zirkadiane Steuerungsprozesse („clock 
genes“), Medikamenten-Transport oder -Metabolismus, aufgedeckt werden. 
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5. Zusammenfassung 
 
Die Resistenzentwicklung stellt nach wie vor das größte klinische Problem bei der 
Behandlung von malignen Erkrankungen dar. Dies gilt prinzipiell für alle Medikament 
gestützen Therapieformen. Für den Bereich der klassischen, DNA reaktiven 
Zytostatika ist die Chronische Lymphatische Leukämie (CLL) ein besonders 
geeignetes Modell zur Untersuchung von Resistenzmechanismen, da sich primäre 
Tumorzellen in großer Zahl und hohem Reinheitsgrad aus dem peripheren Blut von 
Patienten isolieren lassen. Außerdem ist die gesteigerte zelluläre Chemoresistenz 
bei Patienten, die refraktär gegenüber einer Therapie mit dem DNA schädigenden 
Standardmedikament Chlorambucil (CLB) geworden sind, häufig mit einer erhöhten 
DNA-Reparaturkapazität der Tumorzellen verknüpft. 
In der vorliegenden Arbeit wurden mögliche molekulare Determinanten für das 
Reparatur- und Resistenzverhalten von gereinigten CD19+ CLL-Zellen untersucht. 
Neben der funktionellen Messung von Reparaturvorgängen wurden mit der 
Microarray-Technik umfassende RNA-Expressionsprofile für Funktionen erstellt, die 
mit der Zellantwort auf DNA-Schädigung zusammenhängen. 
Bei der vergleichenden Gruppenanalyse der Expressionsdaten CLB sensitiver (n=13) 
und CLB refraktärer (n=11) Patienten konnte die erhöhte DNA-Reparaturkapazität 
der resistenten CLL-Zellen nicht auf eine einfache differentielle Genexpression in 
distinkten DNA-Reparaturwegen zurückgeführt werden. Individuelle Proben wiesen 
jedoch eine Korrelation zwischen funktioneller Aktivität der Nukleotid-Exzisions-
Reparatur (NER) und der Expression einzelner Geschwindigkeits-bestimmender 
Komponenten dieses Reparaturweges auf. 
Da für das Standardmedikament Chlorambucil bisher weder Spektrum und Struktur 
der induzierten DNA-Schäden noch deren zytoroxisches Wirkprofil oder die an ihrer 
Elimination beteiligten Reparaturmechanismen im Einzelnen bekannt waren, wurden 
diese Zusammenhänge im zweiten Teil der Arbeit näher analysiert. 
Mi Hilfe der Einzelzell-Gelektrophorese konnte erste Einblicke in die Induktion und 
die Prozessierung von DNA-Strangbrüchen in CLB exponierten primären humanen 
Lymphozyten gewonnen werden. Demnach werden die CLB-Addukte in der DNA 
hauptsächlich über den NER-Weg prozessiert. Eine Beteiligung von anderen 
Mechanismen wie Basen-Exzisions-Reparatur (BER) oder „Non-Homologous End-
Joining“ (NHEJ) sowie die intermediäre Bildung von DNA-Doppelstrangbrüchen 
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konnte weitgehend ausgeschlossen werden. Diese Befunde unterstreichen die aus 
den Expressionsdaten abgeleitete Bedeutung des NER-Weges als mögliche 
Determinante für die Entwicklung einer CLB-Resistenz bei CLL-Patienten. Weitere 
Untersützung erlangt diese Schlussfolgerung durch die Beobachtung, dass das 
zweite wichtige CLL-Medikament Fludarabin seine zytotoxische Wirkung durch die 
Akkumulation von NER induzierten Reparaturintermediaten erzielt, die zu einer 
erhöhten Apoptoserate führen. 
Die in dieser Arbeit erstmals beschriebene Relevanz der NER-Funktion könnte sich 
bei individuellen CLL-Patienten als der maßgebliche Resistenz vermittelnde 
Mechanismus herausstellen. Die in vitro-Bestimmung und nachfolgende in vivo-
Modulation der NER-Aktivität beispielsweise durch angepasste klinische 
Chlorambucil/Fludarabin-Protokolle oder Einsatz neuer spezifischer NER-Inhibitoren 
bei CLB resistenten CLL-Patienten könnten neue Möglichkeiten zu einer 
individualisierten Behandlung bei aggressivem, multiresistentem Krankheitsverlauf 
eröffnen. 
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